Development of genetically modified lactic acid bacteria for treatment of inflammatory bowel disease by Kosler, Staša
 














RAZVOJ GENSKO SPREMENJENIH 
MLEČNOKISLINSKIH BAKTERIJ ZA 



































RAZVOJ GENSKO SPREMENJENIH MLEČNOKISLINSKIH 






DEVELOPMENT OF GENETICALLY MODIFIED LACTIC ACID 
















Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
II 
Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po sklepu Senata Biotehniške fakultete in 
sklepa Senata Univerze z dne 14.1.2014 je bilo potrjeno, da kandidat izpolnjuje pogoje za 
neposreden prehod na doktorski Podiplomski študij bioloških in biotehniških znanosti 
ter opravljanje doktorata znanosti s področja biotehnologije. 
 
Raziskovalno delo je bilo opravljeno na Institutu »Jozef Stefan« v Ljubljani. 
 
Za mentorja je bil imenovan prof. dr. Borut Štrukelj, za somentorja doc. dr. Aleš Berlec. 
   
 




Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik:  prof. dr. Mojca Narat  
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta 
 
Član: znan. svet. dr. Bojana Bogovič Matjašič   
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta 
 
Član: prof. dr. Rok Orel  





Datum zagovora: v Ljubljani, dne 11. april 2018 
 
 
                                                                                                                       
 
 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Dd  
DK UDK 606:616.34:602.6:579.864(043.3) 
KG biotehnologija/kronična vnetna črevesna bolezen/mlečnokislinske  
bakterije/predstavitev na površini/ vezalci citokinov 
AV KOSLER, Staša, mag. farm. 
SA ŠTRUKELJ, Borut (mentor) / BERLEC, Aleš (somentor)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Interdisciplinarni doktorski študij 
Boiznanosti,  znanstveno področje biotehnologija 
LI 2018 
IN RAZVOJ GENSKO SPREMENJENIH MLEČNOKISLINSKIH BAKTERIJ ZA 
ZDRAVLJENJE KRONIČNE VNETNE ČREVESNE BOLEZNI 
TD Doktorska disertacija  
OP XVI, 119, [18] str., 26 pregl., 35 sl., 6 pril., 143 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Za zdravljenje kroničnih vnetnih črevesnih bolezni uporabljamo predvsem 
kortikosteroide, imunosupresive in biološka zdravila proti provnetnim citokinom, zlasti 
TNFα, ki delujejo sistemsko. Sistemsko delovanje bioloških zdravil zmanjša 
koncentracije TNFα in drugih provnetnih citokinov povsod, ne samo v prebavnem 
traktu, kar se kaže v povečanem številu okužb in nekaterih vrst raka. V okviru 
doktorske naloge smo zato razvili mlečnokislinske, ki na svoji površini predstavljajo 
različne citokin-vezavne proteine, ki bi jih lahko uporabili za lokalno zdravljenje. 
Zaradi vloge sistema Th17 pri patologiji kroničnih vnetnih črevesnih bolezni, smo kot 
tarči izbrali citokina interlevkin 17 in interlevkin 23. Kot vezalca za  interlevkin 17 in 
interlevkin 23 smo najprej uporabili hipervariabilne dele monoklonskih protiteles z 
afiniteto do interlevkina 17 (1733LH) in do interlevkina 23 (2350LH), ki smo jih 
kasneje v sklopu osnovne hipoteze zamenjali s interlevkin 17 vezavnim finomerom 
(FIN17) in s interlevkin 23 vezavnim adnektinom (ADN23), z namenom izboljšanja 
moči vezave. Vezalce citokinov smo na površini mlečnokislinskih bakterij seva L. 
lactis NZ9000 predstavili ob uporabi plazmida pSDLBA3b kot citokin vezavna 
proteina s C-končnim delom laktokoknega proteina AcmA (cA) in signalnim peptidom 
proteina Usp45. Dodatno smo interlevkin 17 in interlevkin 23vezavne fuzijske proteine, 
ki so jih v gojišče izločile rekombinantne bakterije seva Lactococcus lactis NZ9000, po 
odstranitvi celic proizvajalk preko sidrne domene proteina AcmA vezali na gensko 
nespremenjeni sev Lactobacillus salivarius ATCC 11741. Da bi povečali spekter 
vezave provnetnih citokinov, smo na površini predstavili še TNF-α vezavni konstrukt 
»Affibody« in nato izvedli prvo hkratno predstavitev treh citokin-vezavnih fuzijskih 
proteinov na površini mlečnokislinskih bakterij. Tako obloženi Lb. Salivarius ATCC 
11741 bi lahko uporabili za lokalno, ciljano zdravljenje KVČB. 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Dd 
DC UDC 606:616.34:602.6:579.864(043.3)  
CX biotechnology/inflammatory bowel disease/lactic acid bacteria/surface display/ 
cytokine binders  
AU KOSLER, Staša 
AA ŠTRUKELJ, Borut (supervisor)/ BERLEC, Aleš (co-advisor)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Interdisciplinary Doctoral 
Programme in Biosciences, Scientific Field: Biotechnology 
PY 2018 
TI DEVELOPMENT OF GENETICALLY MODIFIED LACTIC ACID BACTERIA 
FOR THE TREATMENT OF INFLAMMATORY BOWEL DISEASE  
DT Doctoral dissertation 
NO XVI, 119, [18] p., 26 tab., 35 fig., 6 ann., 143 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Systemic neutralization of proinflammatory cytokines (especially TNFα) is an 
established strategy in the treatment of inflammatory bowel disease, however it has 
shown through the last years many unwanted adverse effects such as a high increase 
in opportunistic infections and, in some cases, of cancer. Within this doctoral 
dissertation we have developed recombinant lactic acid bacteria with cytokine 
binders displayed on their surface. We targeted interleukine17 and interleukine 23 
due to the involment of Th17 immune response in inflammatory bowel disease 
pathology. Firstly, we used single chain variable fragments (ScFv) directed against 
interleukine17 (1733LH) and interleukine 23 (2350LH), which we, later on due to 
their poor functionality, replaced with interleukine17 binding fynomer (FIN17) and 
interleukine 23 binding adnectine (ADN23). Genes for binders were cloned into our 
proprietary surface display plasmid (pSDLBA3b) and expressed in L. lactis NZ9000 
strain as fusion proteins with LysM-containing C-terminus of AcmA and Usp45 
secretion signal. Additionaly we used an alternative approach in which L. lactis 
NZ9000 strain’s producer cells were removed, and its fusion protein-containing 
growth media were used for coating of genetically non-modified Lb. salivarius 
ATCC11741. To broaden the spectra of cytokine binders we also expressed and 
then used for coating a recently developed TNF-α binding »Affibody«. All three 
cytokine binders were then used for coating of Lb. salivarius ATCC11741 
simultaneously. Simultaneous display of three different cytokine-binding proteins 
on the surface of lactic acid bacteria was demonstrated for the first time and 
suggested as a new potential treatment for inflammatory bowel disease.    
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  




 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ...................................... III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION ................................................................. IV 
 KAZALO VSEBINE ........................................................................................... V 
 KAZALO SLIK ................................................................................................... X 
 KAZALO PREGLEDNIC ................................................................................. XII 
 KAZALO PRILOG .......................................................................................... XIII 
 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ............................................................................ XIV 
1 UVOD ................................................................................................................... 1 
2 PREGLED  OBJAV ............................................................................................ 2 
2.1 CELICE IMUNSKEGA ODZIVA IN IMUNSKI ODZIV................................... 2 
2.1.1 T celice pomagalke (Th) ..................................................................................... 3 
2.1.2 Regulatorni limfociti T (Treg) ........................................................................... 5 
2.1.3 Plastičnost CD4+ ................................................................................................. 6 
2.1.3.1 Plastičnost Th1/Th2 .............................................................................................. 7 
2.1.3.2 Plastičnost Th17/Th1 ............................................................................................ 7 
2.1.3.3 Plastičnost Th17/ iTreg ......................................................................................... 7 
2.1.4 Mehanizmi plastičnosti in recipročna regulacija iTreg in Th17..................... 8 
2.1.4.1 Citokinska pot aktivacije ....................................................................................... 8 
2.1.5 Imunski sistem v prebavnem traktu.................................................................. 9 
2.2 KRONIČNA VNETNA ČREVESNA BOLEZEN (KVČB) .............................. 11 
2.2.1 Opredelitev ........................................................................................................ 11 
2.2.2 Epidemiologija ................................................................................................... 11 
2.2.3 Etiologija in patogeneza KVČB ....................................................................... 11 
2.2.3.1 Genetski dejavniki............................................................................................... 11 
2.2.3.2 Dejavniki okolja .................................................................................................. 12 
2.2.3.3 Dejavniki mikrobiote .......................................................................................... 13 
2.2.4 Diagnostika ........................................................................................................ 13 
2.2.5 Imunski odziv pri KVČB .................................................................................. 15 
2.2.6 Zdravljenje KVČB ............................................................................................ 16 
2.2.6.1 Tradicionalna zdravila ......................................................................................... 17 
2.2.6.2 Biološka zdravila za zdravljenje KVČB ............................................................. 18 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
VI 
2.2.6.3 Modifikacija mikrobiote s probiotiki in fekalno transplantacijo ........................ 20 
2.2.6.4 Kirurško zdravljenje ............................................................................................ 20 
2.3 MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE ................................................................. 20 
2.3.1 Lactococcus lactis .............................................................................................. 21 
2.3.2 Vrste iz rodu Lactobacillus ............................................................................... 22 
2.3.2.1 Lactobacillus salivarius in Lactobacillus plantarum.......................................... 22 
2.4 GENSKO SPREMENJENE MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE ................... 23 
2.4.1 Sistemi za izražanje genov ................................................................................ 23 
2.4.1.1 NICE sistem ........................................................................................................ 23 
2.4.1.2 Predstavitev heterolognih proteinov na površini MKB ...................................... 24 
2.4.1.3 Površinska predstavitev na modelni MKB L. lactis NZ9000 ............................. 26 
2.4.1.4 Predstavitev heterolognih proteinov na površini MKB z nerekombinantnim    
pristopom ............................................................................................................ 27 
2.5 UPORABA MKB V ZDRAVLJENJU ............................................................... 28 
2.5.1 Dostava cepiv z MKB ........................................................................................ 29 
2.5.2 Dostava proteinov s fiziološko vlogo z MKB .................................................. 31 
2.5.3 Uporaba MKB za zmanjšanje imunskega odziva .......................................... 33 
2.5.4 Dostava DNA cepiv z MKB .............................................................................. 34 
2.6 ALTERNATIVNI VEZAVNI PROTEINI ......................................................... 34 
2.6.1 Hipervariabilne regije delov monoklonskih protiteles .................................. 35 
2.6.2 Neimunoglobulinski (ne-Ig) proteinski nosilci ............................................... 35 
2.6.2.1 Finomeri .............................................................................................................. 35 
2.6.2.2 Adnektini ............................................................................................................. 36 
3 NAMEN IN RAZISKOVALNE HIPOTEZE ................................................. 37 
3.1 NAMEN DOKTORSKE NALOGE ................................................................... 37 
3.2 DELOVNE  HIPOTEZE ..................................................................................... 37 
4 MATERIALI IN METODE ............................................................................. 39 
4.1 POTEK DELA .................................................................................................... 39 
4.2 MATERIALI ....................................................................................................... 41 
4.2.1 Bakterijske kulture ........................................................................................... 41 
4.2.2 Plazmidi.............................................................................................................. 41 
4.2.2.1 pGEM-T Easy Vector ......................................................................................... 42 
4.2.2.2 pJET1.2/blunt ...................................................................................................... 43 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
VII 
4.2.2.3 pNZ8148 ............................................................................................................. 44 
4.2.2.4 pSDLBA3b.......................................................................................................... 44 
4.2.3 Oligonukleotidni začetniki ............................................................................... 45 
4.2.4 Encimi ................................................................................................................ 46 
4.2.5 Kemikalije .......................................................................................................... 47 
4.2.6 Gojišča in raztopine .......................................................................................... 48 
4.2.7 Laboratorijska oprema in ostali materiali...................................................... 51 
4.3 METODE ............................................................................................................ 52 
4.3.1 Priprava genskega konstrukta ......................................................................... 52 
4.3.2 Transformacija kompetentnih celic E. coli DH5α .......................................... 52 
4.3.3 Priprava prekonočnih kultur ........................................................................... 52 
4.3.4 Izolacija plazmidne DNA.................................................................................. 53 
4.3.5 Določanje nukleotidnega zaporedja plazmidne DNA .................................... 53 
4.3.6 Cepitev DNA s pomočjo restrikcijskih encimov ............................................. 53 
4.3.7 Agarozna gelska elektroforeza ......................................................................... 55 
4.3.8 Čiščenje fragmentov DNA iz gela .................................................................... 55 
4.3.9 Ligacija izrezanih fragmentov DNA ............................................................... 56 
4.3.9.1 Ligacija v plazmid pJET: ligacija PCR produkta s topimi konci ........................ 56 
4.3.10 Čiščenje ligacijskega produkta pred elektroporacijo .................................... 56 
4.3.11 Priprava kompetentnih bakterijskih celic seva L. lactis NZ9000 za 
elektroporacijo .................................................................................................. 57 
4.3.12 Elektroporacija kompetentnih celic seva L. lactis NZ9000 ........................... 57 
4.3.13 Verižna reakcija s polimerazo (PCR).............................................................. 58 
4.3.14 PCR na osnovi kolonije..................................................................................... 59 
4.3.14.1 PCR na osnovi kolonije (modificirana za plazmid pJET) ................................... 60 
4.3.15 Izražanje rekombinantnih proteinov v oz. na površini bakterij seva L. lactis 
NZ9000 ............................................................................................................... 61 
4.3.15.1 Izbor vrste iz rodu Lactobacillus za oblaganje s citokin-vezavnimi fuzijskimi 
proteini ................................................................................................................ 61 
4.3.15.2 Optimizacija sestave mešanice za hkratno oblaganje bakterij seva Lb. Salivarius 
ATCC11741 z    vezalci za IL-17A, IL-23 in TNFα .......................................... 62 
4.3.16 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata   
(NaDS) ................................................................................................................ 62 
4.3.16.1 Barvanje gela s barvilom Coomassie Brilliant Blue (CBB) ............................ 63 
4.3.16.2 Barvanje s srebrom.............................................................................................. 64 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
VIII 
4.3.16.3 Prenos western in detekcija proteinov s protitelesi ............................................. 64 
4.3.17 ELISA ................................................................................................................. 65 
4.3.17.1 Celocelična ELISA ............................................................................................. 65 
4.3.17.2 ELISA z Ni-NTA ploščami................................................................................. 66 
4.3.17.3 ELISA z nespecifično vezavo na mikrotitrsko ploščo Maxisorp ........................ 66 
4.3.17.4 Sendvič ELISA za določanje IL-17, IL-23 in TNF-α ......................................... 67 
4.3.17.5 Priprava vzorcev za izvedbo ELISE ................................................................... 68 
4.3.18 Test na želodčni sok .......................................................................................... 68 
4.3.19 Izolacija s histidinsko oznako označenih proteinov z nosilcem s kovinskimi 
ioni (BD TALON IMAC resin) ........................................................................ 69 
4.3.19.1 Dializiranje oz. koncentriranje eluatov ............................................................... 70 
4.3.20 Odvzem in gojenje bioptov ............................................................................... 70 
4.3.21 Tvorba IL-23 v človeški monocitni celični liniji THP-1 po indukciji z 
lipopolisaharidom (LPS)................................................................................... 71 
5 REZULTATI ..................................................................................................... 73 
5.1 I.DEL: POVRŠINSKA PREDSTAVITEV FRAGMENTOV PROTITELES 
PROTI CITOKINOM IL-17 IN IL-23 NA POVRŠINI MKB SEVA Lactococcus 
lactis NZ9000 ...................................................................................................... 73 
5.1.1 Priprava genskih konstruktov ......................................................................... 73 
5.1.2 Izražanja hipervariabilnih regij monoklonskih protiteles 1733LH, 1733HL 
in 2350LH v bakterijah seva L. lactis NZ9000 in njihova predstavitev na 
površini  .............................................................................................................. 76 
5.1.3 Vezava IL-17 in IL-23 na bakterij seva L. lactis NZ9000 s na površini 
predstavljenimi hipervariabilnimi deli monoklonskih protiteles 1733LH, 
1733HL in 2350LH ............................................................................................ 77 
5.1.4 Izolacija hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles z afinitetno 
kromatografijo .................................................................................................. 78 
5.1.5 Vezava IL-23 na izolirani hipervariabilni del monoklonskega protitelesa 
2350LH ............................................................................................................... 80 
5.1.6 Vpliv pH na topnost hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles ......... 81 
5.1.7 Izolacija hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles 1733LH in 1733HL 
z   afinitetno kromatografijo z imobiliziranimi kovinskimi ioni pri pH 9.0 in 
določanje vezave IL-17 ..................................................................................... 82 
5.2 II. DEL: POVRŠINSKA PREDSTAVITEV NEIMUNOGLOBULINSKIH 
OGRODIJ PROTI CITOKINOMA IL-17 IN IL-23 NA POVRŠINI MKB VRST 
Lactococcus lactis IN Lactobacillus salivarius .................................................. 83 
5.2.1 Priprava genskih konstruktov ......................................................................... 83 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
IX 
5.2.2 Izražanje neimunoglobulinskih ogrodij FIN17 in ADN23 v bakterijah seva 
L. lactis NZ9000 ................................................................................................. 85 
5.2.3 Določitev vezave IL-17A na rekombinantne bakterije seva L. lactis NZ900086 
5.2.4 Optimizacija vezave IL-23 na rekombinantne bakterije seva L. lactis 
NZ9000 ............................................................................................................... 88 
5.2.5 Izbor vrste iz rodu Lactobacillus za oblaganje s citokin-vezavnimi 
fuzijskimi proteini ............................................................................................. 89 
5.2.6 Oblaganje nerekombinantnih bakterij seva Lb. salivarius ATCC11741 s 
posameznimi neimunoglobulinskimi vezalci citokinov .................................. 90 
5.2.7 Hkratno heterologno oblaganje bakterij seva Lb. salivarius ATCC11741 z 
več neimunoglobulinskimi vezalci citokinov................................................... 93 
5.3 III. DEL: DOLOČANJE KONCENTRACIJE IL-17, IL-23 IN TNF-Α  V 
BIOPTIH PACIENTOV S CROHNOVO BOLEZNIJO ALI ULCEROZNIM 
KOLITISOM IN PRI ČLOVEŠKEM CELIČNEM MODELU ......................... 96 
5.3.1 Določanje koncentracije IL-17A, IL-23 in TNF-α v bioptih pacientov s CB ali 
UK ....................................................................................................................... 96 
5.3.2 Testiranje vezave IL-23 iz čoveških monocitnih celic THP-1 na 
rekombinantne bakterije vrste L. lactis NZ9000, ki imajo na površini 
predstavljen IL-23 vezavni fuzijski protein. ................................................... 97 
6 RAZPRAVA ...................................................................................................... 99 
7 SKLEPI ............................................................................................................ 107 
8 POVZETEK  ( SUMMARY) ......................................................................... 108 
8.1 POVZETEK ...................................................................................................... 108 
8.2 SUMMARY ...................................................................................................... 109 




Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  




Slika 1: Diferenciacija imunskih celic ................................................................................... 6 
Slika 2: Organizacija s črevesjem povezanega limfatičnega tkiva GALT .......................... 10 
Slika 3: Imunski odziv pri KVČB ....................................................................................... 16 
Slika 4: Načini predstavitve heterolognih proteinov na površini MKB .............................. 25 
Slika 5: Strukture hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles (A), finomera (B) in 
adnektina (C) ........................................................................................................... 36 
Slika 6: Potek dela ............................................................................................................... 40 
Slika 7: pGEM-T Easy Vector ............................................................................................ 43 
Slika 8: pJET1.2/blunt ......................................................................................................... 43 
Slika 9: pNZ8148 ................................................................................................................ 44 
Slika 10: pSDLBA3b ........................................................................................................... 45 
Slika 11: Nukleotidno zaporedje genov za hipervariabilno regijo monoklonskega 
protitelesa (enoverižni variabilni fragment – scFv) z afiniteto do IL-17A (1733LH) 
in do IL-23 (2350LH). ............................................................................................. 74 
Slika 12: Sheme pripravljenih genskih konstruktov. ........................................................... 75 
Slika 13: Hipervariabilne regije monoklonskih protiteles v celičnem lizatu seva L. Lactis 
NZ9000. ................................................................................................................... 76 
Slika 14: Površinska predstavitev hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles 1733LH 
in 1733HL na površini bakterij seva L. lactis NZ9000, določena z metodo 
celocelične ELISA. .................................................................................................. 77 
Slika 15: Koncentracija IL-17 (A) in IL-23 (B) po inkubaciji z bakterijami seva L. lactis 
NZ9000 s površinsko predstavljenimi hipervariabilnimi deli monoklonskih 
protiteles proti IL-17 (A) ali IL-23 (B). ................................................................... 78 
Slika 16: Prenos po westernu različnih frakcij afinitetne kromatografije hipervariabilnih 
delov monoklonskih protiteles. ................................................................................ 79 
Slika 17: Barvanje s srebrom in prenos western eluatov fragmenta 2350LH. .................... 80 
Slika 18: Določitev vezave IL-23 na izoliran fragment 2350LH s pomočjo ELISA. ......... 81 
Slika 19: Topnost hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles pri različnih pH-jih, 
določena s prenosom po westernu. .......................................................................... 81 
Slika 20: S srebrom pobarvan gel izolacije hipervariabilnih delov monoklonskega 
protitelesa 1733LH, ki smo jih detektirali v eluatih (stolpci 7, 8, 9). ...................... 82 
Slika 21:Določitev vezave IL-17 na izolirana fragmenta 1733LH in 1733HL s pomočjo 
ELISA. ..................................................................................................................... 83 
Slika 22: Nukleotidno zaporedje genov FIN17, ADN23 s histidinsko oznako in ADN23 
brez histidinske oznake ............................................................................................ 84 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
XI 
Slika 23: Sheme genskih konstruktov FIN17, ADN23 s histidinsko oznako in ADN23 brez 
histidinske oznake .................................................................................................... 85 
Slika 24: Prenos western lizatov bakterij seva L. lactis NZ9000. ....................................... 86 
Slika 25: Koncentracija citokina IL-17A v raztopini po inkubaciji z različnim številom 
bakterijskih celic seva L. lactis NZ9000, ki so na svoji površini predstavljale IL-17 
vezavni fuzijski protein (FIN17). ............................................................................ 87 
Slika 26: Koncentracija citokina IL-17A, preostalega v raztopini po inkubaciji različnih 
koncentracij IL-17A z 1x109 bakterij seva L. lactis NZ9000 z na površini izraženim 
IL-17A vezavnim fuzijskim proteinom (krogi), ali s praznim plazmidom pNZ8148 
(negativna kontrola; trikotniki). ............................................................................... 87 
Slika 27:Delež citokina IL-17A vezanega na rekombinantne bakterije po predhodni 
inkubaciji v SGF s pH 3.0, 4.0 in 5.0.. .................................................................... 88 
Slika 28: Koncentracija citokina IL-23 v raztopini po inkubaciji z rekombinantnimi 
bakterijami seva L. lactis NZ9000. .......................................................................... 89 
Slika 29: Koncentracija citokina IL-17A v raztopini po inkubaciji z nerekombinantnimi 
bakterijskimi celicami. ............................................................................................. 90 
Slika 30: Koncentracija citokinov IL-17A (A), IL-23 (B) ali TNFα (C) preostalih v 
raztopini po inkubaciji z bakterijami seva L. salivarius ATCC11741. ................... 92 
Slika 31: Delež citokinov IL-17, IL-23 in TNFα v raztopini po inkubaciji z bakterijami 
seva L. salivarius ATCC11741. ............................................................................... 93 
Slika 32: Delež navzkrižne vezave posameznega citokina (IL-17A, IL-23 ali TNFα) na 
1x109 celic Lb. salivarius ATCC11741, obložene s posameznim 
neimunoglobulinskim vezalcem. ............................................................................. 94 
Slika 33: Deleži posameznih citokinov preostalih po inkubaciji z 1x109 celicami L. 
salivarius ATCC11741, obloženimi z različnimi mešanicami neimunoglobulinskih 
vezalcev. .................................................................................................................. 95 
Slika 34: Koncentracije citokinov v gojišču po kultivaciji bioptov pacientov. A: CB. B: 
UK. Koncentracije v gojiščih bioptov pacientov s CB so bile v povprečju 6x višje 
kot pri bioptih pacientov z UK. ............................................................................... 97 
Slika 35: Koncentracije IL-23 v supernatantu (pridobljenemu pri stimulaciji THP1 celic z 
LPS) po inubaciji z rekombinantnimi bakterijami seva L. lactis NZ9000. ............. 98 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  




Preglednica 1: Karakterizacija CD4+ podvrst limfocitov T (Th in Treg) (Caza in Landas, 
2015) .......................................................................................................................... 2 
Preglednica 2: Citokini povezani z diferenciacijo Th17 celic pri ljudeh (Ueno in sod., 
2015) .......................................................................................................................... 8 
Preglednica 3: Transkripcijski dejavniki povezani z diferenciacijo v in plastičnostjo Th17 
celic pri ljudeh (Ueno in sod., 2015) ......................................................................... 9 
Preglednica 4: Mikro RNA povezane z diferenciacijo v Th17 celice in njihovo 
plastičnostjo pri ljudeh (Ueno in sod., 2015) ............................................................. 9 
Preglednica 5: Pregled zdravil za zdravljenje KVČB (de Mattos in sod., 2015) ................ 17 
Preglednica 6: Primeri uporabe MKB pri dostavi antigenov .............................................. 31 
Preglednica 7: Primeri uporabe MKB pri dostavi proteinov z fiziološko vlogo (Berlec in 
Štrukelj, 2008) ......................................................................................................... 32 
Preglednica 8:Primeri uporabe MKB pri dostavi DNA (Wells, 2011)................................ 34 
Preglednica 9:Uporabljeni plazmidi .................................................................................... 41 
Preglednica 10: Oligonukleotidi začetniki uporabljeni v eksperimentalnem delu .............. 45 
Preglednica 11: Encimi uporabljeni v eksperimentalnem delu ........................................... 46 
Preglednica 12:Kemikalije uporabljene pri eksperimentalnem delu ................................... 47 
Preglednica 13: Raztopine in gojišča uporabljena pri eksperimentalnem delu ................... 48 
Preglednica 14: Laboratorijski materiali in oprema uporabljena uporabljena pri 
eksperimentalnem delu ............................................................................................ 51 
Preglednica 15: Menjava nukleotidnega zaporedja za lahko in težko verigo...................... 54 
Preglednica 16: Prekloniranje pridobljenih genskih konstruktov v plazmid pNZ8148 ...... 54 
Preglednica 17:Prekloniranje v plazmid za površinsko predstavitev pSDLBA3b .............. 54 
Preglednica 18:Pogoji za izvedbo PCR z DreamTaq .......................................................... 58 
Preglednica 19: Pogoji za izvedbo PCR s hot start polimerazo .......................................... 59 
Preglednica 20: Pogoji za izvedbo PCR na osnovi kolonije ............................................... 60 
Preglednica 21:PCR na osnovi kolonije z plazmidom  pJET .............................................. 61 
Preglednica 22: Sestava separacijskega in koncentracijskega gela ..................................... 63 
Preglednica 23: Reagenti za določitev IL-17, IL-23 in TNFα s sendvič ELISA ................ 67 
Preglednica 24: Koncentracije dodanega standarda I in II .................................................. 68 
Preglednica 25: Izmerjene koncentracije citokinov............................................................. 96 
 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  




Priloga A: Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733LH in 2350LH v plazmidu 
pNZ814 
Priloga B: Menjava lahke in težke verige ter kloniranje v plazmid pJET 
Priloga C: Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733HL v plazmidu pNZ8148 
Priloga D: Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733LH, 1733HL in 2350LH v 
plazmidu pJET z novimi restrikcijskimi mesti (za nadaljnje kloniranje v 
pSDLBA3b)  
Priloga E: Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733LH, 1733HL in 2350LH v 
plazmidu pSDLBA3b 
Priloga F: Poravnava nukleotidnih zaporedij genov FIN17-H6, ADN23-H6, ADN23 v 
plazmidu pSDLBA3b 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
XIV 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ABD albumin vezavna domena  
AcmA avtolizin N-acetil muramidaza  
AhR receptor za aril ogljikovodike 
AK amino kisline 
Amp ampicilin 
APC antigen predstavitvene celice 
ASCA protitelesa proti kvasovki S. cerevisiae 
B dom. B domena 
BLP bakterijam podobni delci 
BmpA bazični mebranski lipoprotein A  
Bp bazni par 
cA C-konec laktokoknega proteina AcmA 
CB Chronova bolezen 
CBB  Commasie brilliant blue  
Cm kloramfenikol 
CRP C reaktivni protein 
DC dendritične celice 
dH2O demineralizirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DSS natrijev dekstran sulfat 
EGFR receptor endotelijskega rastnega dejavnika  
EMA Evropska agencija za zdravila  
FAO Organizacija za prehrano in kmetijstvo 
Fc repni del protitelesa (ang, Fragment crystallizable region)  
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
XV 
G- gram negativen 
G+ gram pozitiven 
GALT s črevesjem povezano limfatično tkivo 
GRAS splošno priznani kot varni (ang, generally recognized as safe) 
GSO gensko spremenjeni organizmi 
HPV humani papiloma virus 
HRP hrenova peroksidaza 
IFNγ interferon gama 
IgX imunoglobulin tipa X 
IK intermediarni kolitis 
IL interlevkin 
iTreg inducirani regulatorni limfociti 
KVČB  kronična vnetna črevesna bolezen 
lacZ gen za β-galaktozidazo  
LPS lipopolisaharid 
MCS multiplo mesto za kloniranje 
miR mikro RNA 
MKB mlečnokislinske bakterije 
NaDS natrijev dodecil sulfat 
NFκB jedrni dejavnik kappa B 
NICE z nizinom nadzorovano izražanje (ang, Nisin-controlled gene 
Expression) 
OD optična gostota 
PAGE poliakrilamidna elektorforeza 
p-ANCA perinuklearna protinevtrofilna citoplazemska protitelesa 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
XVI 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
Pnis nizinski promotor  
repA replikacijski gen A  
repC replikacijski gen C  
RNA ribonukleinska kislina 
ScFv enoverižni variabilni fragment (hipervariabilni deli monoklonskih 
protiteles) 
SPUSP45 signalni peptid proteina Usp45 
SR hitrost sedimentacije 
SRČ sindrom razdražljivega črevesja 
Tc citotoksični limfociti 
Teff efektorski limfociti 
TEMED tetrametiletilendiamid 
Tfh folikularni limfociti 
TGF-β transformirajoči rastni dejavnik β  
Th celice T pomagalke (ang,T helper) 
thyA timidilat sintaza 
TLR tollu-podobni receptor (tolični receptor) 
Tm talilna temperatura 
TMB tetrametil benzidin 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze α 
Treg regulatorni limfociti 
UK ulcerozni kolitis 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
1 
1 UVOD 
Za kronične vnetne črevesne bolezni (KVČB), kamor prištevamo chronovo bolezen (CB) 
in ulcerozni kolitis (UK), je značilno kronično vnetje črevesja neznanega vzroka. 
Predvideva se, da so KVČB posledica nepravilnega imunskega odziva na do sedaj še 
neopredeljen dejavnik okolja, najverjetneje na mikroorganizme v prebavnem traktu pri 
genetsko dovzetnem posamezniku. Za zdravljenje oz. obvladovanje KVČB uporabljamo t.i 
tradicionalna zdravila (kot so derivati salicilne kisline, kortikosteroidi, imunosupresivi, 
antibiotiki), biološka zdravila, fekalno transplantacijo in v najhujših primerih tudi kirurško 
zdravljenje (de Mattos in sod., 2015). V zadnjih letih se je zaradi slabega obvladovanja 
KVČB s tradicionalnimi zdravili in razvoja tehnologije rekombinantne DNA močno 
povečalo število sodobnih bioloških zdravil. Večletna sistemska uporaba bioloških in 
drugih imunosupresivnih zdravil za zdravljenje hujših oblik KČVB nam je razkrila več 
neželenih učinkov, ki se kažejo tako v zmanjšani koncentraciji TNF-α, kakor tudi v 
zmanjšani koncentraciji ostalih provnetnih citokinov. To ima lahko za posledico močno 
povečano verjetnost razvoja oportunih okužb (tuberkuloze, hepatitisa) in nekaterih vrst 
raka (Ananthakrishnan in McGinley, 2013). 
 
Danes vemo, da je v patologijo KVČB vpleten tudi Th17 imunski odziv. Citokina 
interlevkin17 (IL-17) in interlevkin 23 (IL-23) zato predstavljata potencialno pomembni 
tarči za zdravljenje KVČB, ki pa zaenkrat še nista bila uvedena v klinično prakso.   
 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) predstavljajo privlačen sistem za dostavo različnih 
biološko aktivnih snovi v organizem. Njihovo delovanje je lahko lokalno ali sistemsko, 
aplikacija je enostavna (peroralna ali nazalna), preživijo pa tudi prehod skozi prebavni 
trakt. V okviru doktorske naloge smo se  zato odločili razviti MKB, ki na svoji površini 
predstavljajo različne citokin vezavne proteine, ki bi jih lahko uporabili za lokalno 
zdravljenje brez neželenih sistemskih učinkov. 
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2 PREGLED  OBJAV 
2.1 CELICE IMUNSKEGA ODZIVA IN IMUNSKI ODZIV 
Poglavitna funkcija imunskega sistema je zavarovanje gostitelja pred patogenimi 
mikroorganizmi in patološko spremenjenimi celicami. Poznamo naravno ali prirojeno, ter 
specifično ali pridobljeno imunost. Naravna imunost je prva linija obrambe pred patogenim 
mikrobom. Povzroča hiter, nespecifičen odziv, ki vključuje anatomske ter mehanične 
ovire, nespecifične baktericidne snovi telesnih tekočin, genetske dejavnike, fagocitozo ter 
različne efektorske mehanizme. Celice prirojenega imunskega sistema (makrofagi in 
dendritične celice) imajo ključno vlogo pri sproščanju provnetnih citokinov in dušikovega 
oksida. 
 
Kadar nespecifični mehanizmi ne zadostujejo, razvije telo specifični imunski odziv, 
katerega štiri bistvene lastnosti so: specifičnost, različnost, spomin in razločevanje lastnega 
od tujega. Poglavitne celice, ki sodelujejo pri razvoju specifičnega imunskega odgovora, so 
antigen predstavitvene celice (APC), ter limfociti T in B (Vozelj in sod., 2000). Limfocite 
delimo na limfocite T, ki dozorijo v timusu, ter na limfocite B, ki nastanejo in dozorijo v 
kostnem mozgu. Limfociti B so edine celice, ki izdelujejo protitelesa. Zreli se razlikujejo 
od drugih limfocitov po tem, da imajo na membrano vezano molekulo imunoglobulina 
(protitelo), ki je receptor za antigen. Po reakciji antigena s protitelesom se sproži aktivacija 
limfocitov B, kar vodi do nastanka novih protiteles (Vozelj in sod., 2000). Limfocite T 
delimo na efektorske limfocite (T celice pomagalke (T helper; Th) in citotoksične limfocite 
(Tc)) ter na regulatorne limfocite (Treg). T celice pomagalke na svoji površini izražajo 
membranski glikoprotein CD4, citotoksični limfociti pa CD8. Podvrste in značilnosti 
CD4+ limfocitov so prikazane v preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Karakterizacija CD4+ podvrst limfocitov T (Th in Treg) (Caza in Landas, 2015) 
Table 1: Characterization of CD4+ T cell subsets (Caza and Landas, 2015) 





citokini, ki jih 
podvrsta proizvaja 
Funkcije 
Th1 IL-12, IL-27 IFNγ, limfotoksin, 
TNF-α 
Celično posredovana imunost, zapozneli tip 
hipersenzitivnih odgovorov, obramba pred 
znotrajceličnimi patogeni in tumorskimi 
celicami. 
Th2 IL-4, indolamin, 
2,3 dioksigenaza 
IL-4, IL-5, IL-13, 
IL-10 
Humoralna imunost, obramba pred 
zunajceličnimi bakterijami in paraziti. 
Th9 IL-4, TGF- β IL-9, IL-10 Obramba pred paraziti. 
   Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1 





citokini, ki jih 
podvrsta proizvaja 
Funkcije 
Th17 IL-6, TGF-β,  
IL-23 
IL-17A, IL-17F, 
IL-6, IL-22, IL-10, 
TNF-α 
Zaščita sluzničnih površin, nabor nevtrofilcev, 
odstranitev  bakterij Mycobacterium 
tuberculosis in Klebsiella pneumonia. 





Sluznična imunost, preprečevanje 
translokacije mikroorganizmov preko 
epitelijske površine, stimulira celjenje ran. 
Th25 IL-4, IL-25 IL-25, IL-4, IL-5, 
IL-13 
Sluznična imunost, stimulacija nelimfoidnih 
celic v proizvodnjo IL-4, omejuje Th1 in Th17 
inducirano vnetje. 




Pomoč B celicam pri proizvodnji visoko 
afinitetnih protiteles. 
Treg TGF-β, mTOR IL-10, TGF-β Supresija že obstoječih imunskih odzivov, 
vzdrževanje tolerance proti avtoimunosti. 
 
2.1.1 T celice pomagalke (Th) 
T celice pomagalke so glede na lastnosti močno heterogena skupina. Njihova diferenciacija 
je odvisna predvsem od interakcij specifičnih citokinov s signalnimi mediatorji in 
aktivatorji transkripcije. Citokini, ki spodbujajo polarizacijo Th celic, v veliki večini 
izvirajo iz celic prirojenega imunskega sistema. T celice pomagalke se razlikujejo po 
funkcijah in po poteh njihove aktivacije. Transkripcijski dejavniki imajo lahko vlogo 
induktorja ali inhibitorja (Galvez, 2014). 
 
V preteklosti so glede na imunološke lastnosti, izražanje transkripcijskih dejavnikov ter 
produkcijo citokinov aktivirane T celice pomagalke delili na T celice pomagalke 1 (Th1) in 
T celice pomagalke 2 (Th2) (Hirahara in sod., 2013). Poleg celic Th1 in Th2 ima za naš 
imunski sistem izredni pomeni tudi do pred nekaj leti še nepoznana podvrsta celic T celic 
pomagalk, imenovana Th17 (Annunziato in sod., 2007). Manj znane podvrste T celic 
pomagalk so še celice Th9, Th22, Th25 in folikularne T celice (Tfh). Th9 izločajo IL-9 in 
IL-10, Th22 pa IL-22. Pomembne so predvsem za obrambo pred Gram negativnimi (G-) 
bakterijami, Tfh pa pomagajo B celicam pri tvorbi protiteles (Hirahara in Nakayama, 
2016). 
 
Th1 celice izločajo visoke koncentracije interferona gama (IFNγ) ter imajo pomembno 
vlogo pri obrambi proti znotrajceličnim patogenom. Diferenciacijo v Th1 povzročita 
predvsem IL-12 in IFNγ, ki aktivirata transkripcijska dejavnika Stat4 in Stat1 in 
spodbudita povečano izražanje T-bet transkripcijskega dejavnika. Aktivacija T-bet poveča 
produkcijo IFNγ in izražanje T-bet kar vodi v še večjo diferenciacijo limfocitov T v Th1 
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podvrsto. Poleg obrambne funkcije v organizmu, Th1 celice prispevajo tudi k razvoju oz. 
nastanku avtoimunih obolenj in kroničnih vnetij (Cosmi in sod., 2014). 
Th2 celice imajo pomembno vlogo pri odpravljanju zunajceličnih okužb ter okužb s 
paraziti. Za diferenciacijo v Th2 celice je potrebna prisotnost citokina IL-4 v okolju, ki ga 
sproščajo celice prirojenega imunskega sistema ter aktivacija transkripcijskih dejavnikov 
GATA3 in Stat6 (Cosmi in sod., 2014). Veliko eksperimentalnih modelov kaže na 
poglavitno vlogo Th2 imunskega odziv pri iniciaciji, vzdrževanju in potenciranju 
alergijskega vnetja pri ljudeh. IL-4 in IL-13 regulirata alergen-specifično sintezo 
imnoglobulina E (IgE), IL-5 zbiranje eozinfoilcev, IL-9 pa rast mastocitov. IL-4, IL-9 in 
IL-13 lahko povečajo nastajanje sluzi in skupaj z IL-5 pripomorejo k povečanju 
hiperreaktivnosti dihalnih poti pri alergijski astmi (Cosmi in sod., 2014; Hirahara in sod., 
2013). 
 
V zadnjih nekaj letih odkrite celice Th17 imajo pomembno vlogo pri obrambi organizma 
pred zunajceličnimi patogeni. Poleg obrambne vloge imajo pomembno vlogo tudi pri 
patogenezi avtoimunih bolezni, kroničnih vnetjih, predvsem pri KVČB. Th17 celice 
izražajo RORyt transkripcijski dejavnik, ne pa T-bet ali GATA3 in so sposobne selektivno 
proizvajati visoke koncentracije IL-17A in IL-17F (Galvez, 2014). Zrele Th17 celice 
proizvajajo poleg IL-17 in drugih citokinov (IL-21, IL-22, IL-26, IL-8, IL-10, TNF-α) še 
kolonostimulirajoče dejavnike in kemokine. IL-17A je glavni predstavnik družine IL-17, 
kamor spadajo še IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-17F. Ključna za Th17 
posredovan vnetni odziv sta IL-17A in IL-17F, ki sodelujeta pri aktivaciji in migraciji 
granulocitov. Delujeta lahko tudi na epitelijske, endotelijske celice, fibroblaste ter 
makrofage in v njih sprožita proizvodnjo provnetnih mediatorjev. Th17 celice med drugimi 
proizvajajo tudi IL-21, ki spada v družino IL-2. IL-21 aktivira Th1 imunski odziv ter 
inducira diferenciacijo CD4+ v Th17 celice (Galvez, 2014). 
 
Na proces diferenciacije celic ter njihove proliferacije vplivajo številni biološki dejavniki. 
Velik vpliv imajo citokini, ki jih v okolje sprostijo APC po srečanju z antigenom. 
Domneva se, da Th17 celice nastanejo iz naivnih T celic, ki izražajo receptor za lektin 
CD161 (CD161+CD4+ prekurzor). Medtem ko sta IL-1β in IL-6, ki ju po aktivaciji z 
lipopolisaharidom (LPS) ali peptidoglikanom v velikih količinah izločajo monociti in 
cirkulirajoče konvencionalne DC, močna induktorja diferenciacije v Th17 podvrsto, jo IL-
12 zavira. Diferenciacija poteče preko aktivacije transkripicjskih dejavnikov RORyt, ki ga 
aktivira IL-1β skupaj z IL-6 in IL-21, ter preko Stat3, ki ga aktivira IL-23. Aktivacijo 
spodbuja tudi transformirajoči rastni dejavnik β (TGF-β), čigar vpliv je pri ljudeh odvisen 
od njegove koncentracije: v majhnih jo inducira, v večjih pa zavira in inducira 
diferenciacijo v iTreg (Galvez, 2014).  
 
IL-23, ki ga izločajo mieloidne celice (aktivirane DC, monociti, makrofagi), je nujen za 
Th17 proliferacijo in ohranjanje podvrste Th17, ne pa tudi za začetek diferenciacije 
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naivnih CD4+ v Th17. IL-23 spada v isto družino kot IL-12: skupna jima je podenota p40, 
ki je pri IL-23 povezana z podenoto p19 (Ueno in sod., 2015). Aktivacija Stat3 z IL-23 
sproži proizvodnjo IL-22 v Th17 celicah. IL-22 spada v družino IL-10 in svoje delovanje 
opravlja preko vezave na receptor za IL-22, ki je močno izražen v epitelijskih celicah in 
parenhimskih tkivih, ne pa tudi na celicah imunskega odziva. Je najpomembnejši citokin 
obrambne funkcije epitelijskih celic, saj njegova vezava na IL-22 receptor preko Stat3 in 
MAPK poti sproži proizvodnjo protimikrobnih snovi, β-defenzinov (Galvez, 2014).  
2.1.2 Regulatorni limfociti T (Treg) 
Regulatorni limfociti so nujni za vzdrževanje imunske homeostaze v organizmu in za 
preprečevanje nastanka avtoimunih bolezni in kroničnih vnetij. Delujejo preko zaviranja 
aktivnosti efektorskih limfocitov. Za Treg značilen transkripicjski dejavnik je Foxp3,  ki 
ima pomembno vlogo pri delovanju Treg celic. Glede na nastanek jih delimo na: naravno 
prisotne CD4+CD25+, ki nastajajo v timusu (nTreg), in na z TGF-β inducirane, ki 
nastanejo na periferiji (iTreg). Za vzdrževanje homeostaze v prebavnem traktu so 
pomembne predvsem iTreg (Hirahara in Nakayama, 2016) (Zhou in sod., 2009), ki 
nastanejo z diferenciacijo iz naivnih T celic. Diferenciacija poteče ob visokih 
koncentracijah TGF-β in ob aktivaciji Foxp3 transkripcijskega dejavnika preko Stat5 
(Ueno in sod., 2015; Pedros in sod., 2016).  
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Slika 1: Diferenciacija imunskih celic  
Figure 1: T- cell differentiation 
 
2.1.3 Plastičnost CD4+  
Ob stiku telesa z mikroorganizmom se sprožijo reakcije imunskega sistema. Dvigu števila 
efektorskih celic sledi dvig števila regulatornih celic, ki preprečujejo prekomerno aktivnost 
efektorskih celic. V zadnjih nekaj letih so pri raziskavah opazili, da so določene podvrste 
efektorskih celic sposobne proizvajati transkripcijske dejavnike ter citokine značilne za 
drugo podvrsto. Celice tako pridobijo mešani fenotip ali pa ga popolnoma zamenjajo. 
Sposobnost preusmeritve funkcionalnosti imenujemo plastičnost. Hibridne celice bivše Th 
podvrste lahko nastanejo z diferenciacijo iz naivnih CD4+ ali pa pri sekundarnem 
imunskem izzivu. Trenutni podatki kažejo, da se v prebavnem traktu odvija mnogo 
prehajanj iz ene podvrste v drugo, ki so nujne za vzdrževanje homeostaze (Brucklacher-
Waldert in sod., 2014). 
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2.1.3.1 Plastičnost Th1/Th2 
Kultura T celic pod Th1/Th2 pogoji lahko izraža IFNγ, IL-4 ali oba. Koncentracija IFNγ in 
IL-4 korelira z izražanjem transkripcijskih dejavnikov značilnih za Th1 in Th2 podvrsto 
(T-bet in GATA3) kar kaže na to, da ti dve podvrsti nista tako različni, kot so sprva mislili. 
V črevesju Th1/Th2 hibridne celice sočasno izražajo T-bet in GATA3, ne izražajo pa 
transkripcijskih dejavnikov značilnih za druge podvrste. Poleg IFNγ in IL-4 izražajo še za 
Th1 podvrsto značilne molekule kot je CXCR3, ter za Th2 podvrsto značilne citokine kot 
so IL-33, IL-13 ter IL-5. Th1/Th2 hibridne celice predstavljajo stabilen fenotip. Katere 
citokine izražajo, je odvisno od pogojev v okolju (Th1 ali Th2 polarizajoči pogoji). 
Izražanje se spreminja, če se spremenijo pogoji (Brucklacher-Waldert in sod., 2014). 
2.1.3.2 Plastičnost Th17/Th1  
Kot že omenjeno, so Th17 celice pod določenimi pogoji sposobne proizvajati citokina IL-
17 (A-F) in/ali IFNγ (fenotip Th17/Th1). Povečana koncentracija IL-12 vodi v izražanje 
citokinov in transkripcijskih dejavnikov značilnih za podvrsto Th1, povečana koncentracija 
IL-1β in IL-6 pa favorizira fenotip Th17. Tovrsten mešani fenotip za organizem predstavlja 
učinkovito obrambo, saj lahko odreagira hkrati proti zunajceličnim patogenom, kot tudi 
proti znotrajceličnim mikrobnim infekcijam (Ueno in sod., 2015). Prav Th17/Th1 fenotip 
je največkrat opažen pri patoloških stanjih kot so avtoimune bolezni, kronična vnetja, 
predvsem pa pri Chronovi bolezni (CB), ulceroznem kolitisu (UK) in luskavici (Cosmi in 
sod., 2014). 
2.1.3.3 Plastičnost Th17/ iTreg  
Tako kot Th17 tudi iTreg izkazujejo določeno mero plastičnosti, kar pomeni, da podvrsti 
celic lahko prehajata iz ene podvrste v drugo; gre za tako imenovani IL-17Foxp3 fenotip 
celic. Bistvenega pomena za plastičnost in nastanek iTreg je, tako kot tudi za Th17, citokin 
TGF-β. Visoke koncentracije TGF-β favorizirajo nastanek iTreg, nizke pa Th17. Celice 
izražajo dva transkripcijska dejavnika, Foxp3 značilen za iTreg in RORyt značilen za 
Th17. Katere citokine oz. dejavnike bodo celice izražale, je poleg TGF-β odvisno še od 
drugih dejavnikov, ki pa so podrobneje opisani v nadaljevanju (mehanizmi plastičnosti in 
recipročna regulacija iTreg in Th17) (Ueno in sod., 2015).  
 
Th17/iTreg celice omogočajo organizmu hitro obrambo pred zunajceličnim patogenom, 
obenem pa tudi takojšne uravnavanje efektorskih odzivov, kar zmanjša možnost nastajanja 
kroničnih vnetij ali avtoimunih obolenj. Ker ena podvrsta prehaja v drugo, je tak odziv 
mnogo hitrejši, kot če bi morala poteči diferenciacija iz naivnih CD4 celic. Porušitev 
ravnotežja med regulatornimi in efektorskimi celicami lahko vodi v nastanek patoloških 
obolenj. Pri bolnikih s CB so iz vnete sluznice identificirali IL-17Foxp3 T celice, niso pa 
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jih identificirali pri bolnikih z ulceroznim kolitisom (UK), niti pri zdravih posameznikih. 
Th17/Treg celice so imele značilnosti obeh podvrst (Brucklacher-Waldert in sod., 2014). 
2.1.4 Mehanizmi plastičnosti in recipročna regulacija iTreg in Th17 
K plastičnosti Th17 celic prispevajo vsaj štirje dejavniki oz. poti. Citokini iz okolja 
vplivajo na smer diferenciacije naivnih CD4+ celic, istočasno pa so induktorji plastičnosti 
preko aktivacije točno določenih Stat molekul in transkripcijskih dejavnikov. V zadnjih 
nekaj letih raziskave nakazujejo vpliv mikroRNA (miR) na regulacijo genske ekspresije in 
preko nje vpliv na usodo T celic in plastičnost. Poleg že omenjenih dejavnikov, na 
plastičnost vplivajo še receptor za aril ogljikovodike (AhR; ang: aryl hydrocarbon 
receptor) z okolijskimi in fiziološkimi ligandi, metilacija histonov in epigenetske 
spremembe (Ueno in sod., 2015). 
2.1.4.1 Citokinska pot aktivacije 
Kombinacija TGF-β, IL-1β, IL-6 in IL-21 je nujna za diferenciacijo naivnih T celic 
pomagalk v podvrsto Th17, IL-23 pa je nujen za njen obstoj in nadaljnjo proliferacijo. 
Visoke koncentracije eksogenega IL-17 lahko povzročijo, da iTreg celice začnejo tvoriti 
IL-17 in vitro. Taka populacija torej zavzema dve specifični oznaki za dve različni podvrsti 
celic; Foxp3 za iTreg in IL-17 za Th17. Citokini, ki inducirajo nastanek Th17 celic in 
njihovo plastičnost, so našteti v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Citokini povezani z diferenciacijo Th17 celic pri ljudeh (Ueno in sod., 2015) 
Table 2: Cytokines related to 17 secreting helper T development and plasticity in human (Ueno et al., 
2015) 
Citokin Učinek 
IL-1β Pospešuje izločanje IL-17A iz celic prirojenega imunskega sistema, limfoidnih celic ter Th17 
celic. 
IL-6 Induktor avtokrinega IL-21 in proizvodnje Th17 celic. 
IL-10 Supresija IL-17A in Th17 proizvodnje/diferenciacije v smer Th17 celic. 
IL-12 Induktor izločanja IFNγ iz Th17 celic (Th17/Th1 plastičnost). 
IL-21 Potencira patogene učinke Th17 celic v prebavnem traktu. 
IL-23 Inducira izločanje IL-22 in IL-17A ter vzdržuje množitev Th17 celic.  
TGF-β Iniciator proizvodnje oz. diferenciacije Treg in Th17 celic (odvisno od koncentracije). 
 
Poleg citokinov so za plastičnost pomembni tudi transkripcijski dejavniki, miR, AhR in 
metilacija histonov. Transkripcijski dejavniki neposredno regulirajo in/ali spodbujajo 
gensko ekspresijo preko vezave na promotorsko regijo in tako doprinašajo k večplastni 
naravi podvrst T celic. miR so majhni fragmenti nekodirajoče RNA, ki doprinašajo k 
plastičnosti Th17 in iTreg celic preko reguliranja izražanja velikega števila genov, nujnih 
za podvrsti Th17 in iTreg. AhR je z ligandom-aktiviran transkripcijski dejavnik, ki naj bi 
bil pomemben pri regulaciji imunskega odgovora na bakterijsko infekcijo, in naj bi 
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uravnaval nastanek Th podvrst v kompleksnem bakterijskem okolju, kot je prebavni trakt. 
Modifikacije histonov so povezane z gensko ekspresijo ali represijo preko sprememb v 
strukturi kromatina. Tako bi lahko z določanjem nivoja lizina 4 in lizina 27 v histonih 
spremljali potencial plastičnosti za določene Th podvrste. Transkripcijski dejavniki in 
mikro RNA, ki so povezani z diferenciacijo in plastičnostjo Th17 celic pri ljudeh, so 
prikazani v preglednicah 3 in 4 (Ueno in sod., 2015).  
 
Preglednica 3: Transkripcijski dejavniki povezani z diferenciacijo v in plastičnostjo Th17 celic pri     
ljudeh (Ueno in sod., 2015) 
Table 3: Transcription factors related to 17 secreting helper T development and plasticity (Ueno et al., 
2015) 
Transkripcijski dejavnik Učinek 
Fosl2 Ključni določevalec celične plastičnosti. 
IRF4 Th17 diferenciacija preko RORyt odvisne in neodvisne poti. Povišan pri pacientih 
z KVČB in korelira s povečano produkcijo IL-17 in IL-22 mRNA. 
BATF Potreben za diferenciacijo Th17 preko indukcije RORyt in povezan z 
promotorjem IL-17, IL-21, IL-22. 
HIF-1 Ključni transregulator Th17 polarizacije in supresor Foxp3 ter Treg. 
ROR (humani) Nujen za Th17 diferenciacijo, induciran z TGF-β in IL-6 ali IL-21. 
 
Preglednica 4: Mikro RNA povezane z diferenciacijo v Th17 celice in njihovo plastičnostjo pri ljudeh 
(Ueno in sod., 2015) 
Table 4: MicroRNA’s influencing 17 secreting helper T development and plasticity(Ueno et al., 2015) 
Mikro RNA Induktor Tarča Učinek 





Akumulacija APC, nastanek iTreg, 
proizvodnja IL-10 in zelo verjetno tudi 
migracija Treg. 
miR29 NOD2 IL-12p40, IL-23p19 Inhibicija IL-23R signalizacije. 
miR126  PIK3R2 Treg posredovana immunosupresija. 
miR132/212 TCDD, FIZ Bcl-6 Višanje števila Th17 celic prek AhR poti. 
miR146a TLR2-5 Stat1 Blokiranje nastanka Th1. 
miR155 TLR2-4, TLR9 SOCS1 Sprostitev Stat 1, 4 in 5 signala ter 
promocija Treg. 
miR210  HIF-1 Kontrola Foxp3 izražanja. 
miR301  PIAS3 Sprostitev Stat3 signala in nastanek Th17. 
miR326  EST-1 Nujna za nastanek Th17. 
 
2.1.5 Imunski sistem v prebavnem traktu 
Prebavni trakt je največja površina v človeškem telesu, ki zavzema med 200-300 m2. 
Površina prebavnega trakta je neprestano v stiku z antigeni, ki izvirajo iz mikroorganizmov 
(komenzalnih in patogenih) ali prehrane. Nanje imunski sistem lahko odgovori nepravilno, 
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kar vodi v akutno ali kronično vnetje, zato je bistveno, da imunski sistem razlikuje med 
škodljivimi in blagodejnimi komponentami iz okolja ter tako vzdržuje ravnovesje pri 
obrambnem odgovoru, toleranci ter imunopatologiji (Brucklacher-Waldert in sod., 2014). 
Človeški prebavni trakt vsebuje visoko organiziran imunski sistem, katerega sestavljata s 
črevesjem povezano limfatično tkivo GALT in difuzna lamina propria. GALT sestavlja 
mreža visoko organiziranih limfoidnih struktur, vključno s Peyerjevimi ploščami in 
izoliranimi limfatični folikli. GALT tkiva se med seboj razlikujejo po funkciji in fizični 
oddaljenosti od črevesnega lumna, v vseh pa osnovna organizacija dela poteka tako, da 
olajša antigen predstavitvenim celicam predstavitev iz prebavnega trakta izvirajočih 
antigenov limfocitom. Po aktivaciji T in B celic v Peyerjevih ploščah in limfatičnih 
foliklih, te celice migrirajo v lamino proprio, kjer se sproži ustrezen odgovor imunskega 
sistema na invazivne mikroorganizme in patogene toksine (slika 2). GALT skupaj z lamino 
proprio sestavlja nujno potreben imunski sistem prebavnega trakta, ki zagotavlja zaščitno 




Slika 2: Organizacija s črevesjem povezanega limfatičnega tkiva GALT 
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2.2 KRONIČNA VNETNA ČREVESNA BOLEZEN (KVČB) 
2.2.1 Opredelitev 
KVČB je bolezen neznane etiologije, za katero je značilen kroničen, doživljenjski potek z 
akutnimi zagoni in vmesnimi remisijami. Bolezen se najpogosteje prvič pojavi v mladosti, 
sicer pa zanjo obolevajo ljudje v vseh starostnih obdobjih. Med kronične vnetne črevesne 
bolezni (KVČB) uvrščamo UK in CB. 
 
Pri CB se vnetje lahko pojavi na kateremkoli delu prebavne cevi, največkrat je to 
terminalni ileum ali perianalno področje. Vnetje lahko prizadene vse plasti črevesne stene, 
vnetni predeli pa so lahko prekinjeni z zdravimi. Pogosti zapleti CB so abcesi, fistule in 
zožitve, zaradi zadebelitve predela črevesja (Kammermeier in sod., 2015). UK je v 
kliničnem poteku, simptomih, znakih, v morfoloških značilnostih in celo v odzivnosti na 
protivnetna zdravila zelo podoben CB, le da je pri UK praviloma prizadeto le debelo črevo 
in da vnetje primarno zajema površino sluznice (vnetje mukoze) ter le v manjši meri sega v 
submukozo. Vnetne spremembe so vedno kontinuirane, razlikujejo pa se v obsegu in 
stopnji vnetja (Fell in sod., 2015). Včasih razmejitev med boleznima ni možna: takrat 
govorimo o intermediarnem kolitisu (IK) (Satsangi in sod., 2006).  
2.2.2 Epidemiologija 
Za KVČB obolevajo ljudje vseh starosti, starostni vrh pojavljanja pa je pri UK med 20. in 
30. letom, pri CB pa 5 do 10 let prej. V svetu se število bolnikov s KVČB razlikuje glede 
na geografsko širino in razvitost dežel. V zahodni Evropi je incidenca različna: za UK od 3 
do 15, za CB pa 1 do 10 bolnikov na 100.000 prebivalcev. Na severu Evrope je incidenca 
za 80% večja kot na jugu (Duricova in sod., 2014). V Sloveniji je bila v dvoletni študiji 
leta 2000/2001 ugotovljena incidenca UK 5 bolnikov na 100.000 prebivalcev, za CB pa 3,6 
bolnikov na 100.000 prebivalcev (Košnik in sod., 2011).  
2.2.3 Etiologija in patogeneza KVČB 
Etiologija KVČB še ni povsem jasna, saj gre za kompleksno in multifaktorsko naravo 
bolezni, na katero vplivajo genetski dejavniki, dejavniki okolja, mikrobiološki dejavniki, 
predvsem pa dejavniki imunskega odziva (Basso in sod., 2014). Predvideva se, da so 
KVČB posledica nepravilnega imunskega odziva na do sedaj še neopredeljen dejavnik 
okolja, najverjetneje na mikroorganizme v prebavnem traktu pri genetsko dovzetnem 
posamezniku (Orel in Kamhi Trop, 2014).  
2.2.3.1 Genetski dejavniki 
Približno 20% bolnikov s CB ima sorodnika s KVČB, najpogosteje brata ali sestro oz. 
včasih starša ali potomca. Do sedaj je identificiranih že 163 alelnih variant povezanih s 
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povečano nagnjenostjo za nastanek KVČB, vendar je vpliv genetskih dejavnikov na 
patogenezo bolezni še premalo razjasnjen (Leitner in Vogelsang, 2016).  
 
Izrazito povezavo KVČB z genskimi variantami in mutacijami so ugotovili predvsem pri: 
 Genu NOD2/CARD15, ki kodira za protein, katerega funkcije so prepoznavanje 
mikrobov, indukcija protimikrobnih genov ter nadzorovanje pridobljenega 
imunskega odgovora (Orel in Kamhi Trop, 2014). 
 Genu, ki kodira za receptor za interelvkin 23R (IL23R). 
 Genu ATG16L1, ki kodira protein, udeležen pri avtofagiji (Hampe in sod., 2007). 
 Genu IRGM, ki prav tako protein, udeležen pri avtofagiji. 
 Genih, ki regulirajo imunsko funkcijo: CARD 19, IL1R2, REL, SMAD3, PRDM1 
(Zhang in Li, 2014). 
 Genu, ki kodira tolični receptor 4 (TLR4), ki je na črevesnih epitelijskih celicah 
odgovoren za prepoznavo bakterij in bakterijskih antigenov (Zhang in Li, 2014).  
 Genu TL1A, ki sodeluje pri uravnavanju pridobljenega imunskega odziva (Shih in 
sod., 2008). 
 
Zaradi obsežnosti in kompleksnosti genetskih dejavnikov je trenutno napovedna vrednost 
genetskih preiskav za pojavnost KVČB zelo nizka (Park in sod., 2010). Posebnost je 
prisotnost mutacij v genu za interlevkin 10 (IL-10), ki se deduje avtosomno recesivno in 
napoveduje hudo obliko CB, ki se pojavi že v prvem letu življenja (Glocker in sod., 2009). 
 
Ugotovljeno je tudi, da imajo bolniki s KVČB povečano prepustnost črevesne sluznice, do 
katere prihaja zaradi mutacije genov, ki kodirajo proteine, odgovorne za ohranjanje 
sluznične bariere in gostiteljevega imunskega sistema. Povečana prepustnost sluznice 
zaradi večjega razmika med enterociti omogoča lažje prehajanje večjega števila bakterij in 
antigenov do APC, čemur sledi aktivacija gostiteljevega imunskega sistema, ki posledično 
najverjetneje vodi v kronično vnetje (Antoni in sod., 2014). 
2.2.3.2 Dejavniki okolja  
Dejavniki okolja prispevajo tako k patogenezi KVČB kot njenim akutnim zagonom. 
Incidenca narašča predvsem v bolje razvitih državah in v nekoč nerazvitih državah, ki se 
ekonomsko približujejo razvitemu svetu (Green in sod., 2006). Možna razlaga za višjo 
incidenco v razvitih državah bi lahko bila t. i. higienska hipoteza, ki pravi, da zmanjšana 
izpostavljenost enteričnim patogenom in izboljšanje higiene v otroštvu kasneje v življenju 
vodi do nastanka imunoloških motenj (Ye in sod., 2015; Koloski in sod., 2008). 
 
Tveganje za nastanek KVČB naj bi zmanjševala delo in fizična aktivnost. Tveganje za 
sprožitev ali ponovni zagon bolezni pa naj bi povečevali: kajenje, fizična neaktivnost in 
stres, uporaba nesteroidnih antirevmatikov, peroralnih kontraceptivov, nezdravljena 
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psihiatrična obolenja, pomankanje vitamina D, dieta (sestava prehrane, konzervansi…) in, 
glede na najnovejše raziskave, tudi onesnažena zrak in voda (Abegunde in sod., 2016). 
Vpliv kajenja pri patogenezi bolezni je podprt z rezultati raziskav, vendar natančen 
mehanizem še ni pojasnjen (Rogler in sod., 2016). Enako velja tudi za ostale dejavnike 
okolja, za katere se domneva, da vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote ali na pojav 
novih intraluminalnih antigenov (Baumgart, b. d.).  
2.2.3.3 Dejavniki mikrobiote 
Vedno več dejstev podpira hipotezo, da pri patogenezi KVČB sodeluje tudi črevesna 
mikrobiota (Buttó in sod., 2015):  
 Tako CB kot UK se največkrat pojavljata v delih črevesja, kjer je največja 
koncentracija črevesnih bakterij.  
 Antibiotiki imajo terapevtski učinek pri zdravljenju bolezni. 
 Laboratorijski živalski modeli brez mikrobiote ne zbolijo za kolitisom ali ileitisom. 
 Resnost bolezni je sorazmerna z bakterijsko gostoto na sluznici prebavnega trakta.  
Že ob odkritju bolezni so predpostavljali, da gre za infekcijsko bolezen, ki so jo takrat 
primerjali z Johnovo boleznijo živine, pri kateri gre za infekcijo z bakterijsko vrsto 
Mycobacterium avium paratuberculosis. Novejše raziskave namigujejo na možno 
vpletenost adhernetne invazivne E. coli pri patogenezi KVČB (Bosca-Watts in sod., 2015). 
Trenutno še ni jasno, ali je za nastanek bolezni odgovoren specifičen mikroorganizem, 
skupina mikroorganizmov s podobnimi lastnostmi, ali pa imunski odgovor na porušeno 
razmerje (disbiozo) v sestavi komenzalne črevesne mikrobiote (Orel in Kamhi Trop, 
2014). Sestava črevesne mikrobiote pacientov s KVČB se močno razlikuje od sestave 
zdravih ljudi, vendar se še ne ve, ali je to vzrok ali posledica bolezni (Shaw in sod., 2016). 
Zmanjšanje oz. zvečanje števila določenih vrst, ki sestavljajo mikrobioto, korelira s stopnjo 
resnosti bolezni, kar bi v prihodnosti lahko pomagalo pri predvidevanju nadaljnjega poteka 
bolezni (Kingsley in Abreu, 2016).  
2.2.4 Diagnostika 
Na KVČB posumimo na osnovi anamneze, kliničnega pregleda, in po izključitvi drugih 
možnih vzrokov, nato pa je potrebno diagnozo še potrditi z endoskopskimi, slikovnimi in 
histološkimi preiskavami. Laboratorijske preiskave služijo predvsem za oceno aktivnosti 
akutnega vnetja in uspešnosti zdravljenja, ne pa za potrditev diagnoze ali oceno celjenja 
sluznice; tu je trenutno zlati standard še vedno endoskopska preiskava (Benítez in García-
Sánchez, 2015).  
 
Endoskopija je najobčutljivejša in najzanesljivejša preiskovalna metoda, ki omogoči 
pregled celotnega debelega in tudi končnega dela tankega črevesja. Za potrditev diagnoze 
KVČB je potrebno narediti celotno kolonoskopijo z ileoskopijo. Na osnovi sprememb v 
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sluznici, njihove razširjenosti, intenzivnosti ter odvzema vzorca tkiva za histopatološki 
pregled, lahko ločimo CB in UK. Preiskava je kontraindicirana pri hudem zagonu bolezni 
in pri toksičnem megakolonu (Horsthuis in sod., 2005). V zadnjih nekaj letih se je kot 
alternativa endoskopiji uveljavila kapsulna endoskopija. Ta je občutljivejša od drugih 
slikovnih preiskav pri odkrivanju sprememb sluznice pri nestenozantni obliki CB. 
Namenjena je predvsem bolnikom s sumom na prizadetost tankega črevesja, ne more pa do 
popolnosti nadomestiti klasične endoskopije (Triester in sod., 2006). Poleg endoskopije so 
v uporabi še druge, manj invazivne specifične slikovne preiskave (nativna rentgenska slika 
trebuha, jejunoileografija, magnetno resonančna enterografija, magnetna resonanca 
hrbtenice, CT enterografija, transabdominalni ultrazvok), ki služijo predvsem kot podpora 
za spremljanje poteka bolezni, ne pa za potrditev diagnoze (Heyne in sod., 2002). Po 
preiskavah se bolnike uvrsti po Montrealski razdelitvi. UK se deli glede na razširjenost, 
CB pa tudi glede na leta začetka in obliko bolezni (Spekhorst in sod., 2014). 
 
Ker so endoskopske preiskave drage, invazivne, večinoma neprijetne za pacienta in pri njih 
vedno obstaja tveganje perforacije črevesja, vedno več raziskav poteka v smeri iskanja 
biomarkerjev, s katerimi bi lahko bolezen potrdili na neinvaziven način, spremljali odziv 
bolezni na terapijo, spremljali stopnjo zaceljenosti sluznice prebavnega trakta in 
napovedovali ter preprečevali akutne zagone (Benítez in García-Sánchez, 2015).  
 
Med serumskimi markerji se poleg C-reaktivnega proteina (CRP) in hitrosti sedimentacije 
(SR), preiskuje še število trombocitov, prisotnost albuminov in druge markerje. Serumski 
markerji kažejo na stopnjo sistemskega vnetja v organizmu, ne pa stanja vnetja na točno 
določenem mestu v prebavnem traktu (Matowicka-Karna, 2016).  
 
Serološki test na perinuklearna protinevtrofilna citoplazemska protitelesa (p-ANCA) in na 
protitelesa proti kvasovki S. cerevisiae (ASCA) se uporablja za razlikovanje med CB in 
UK. Pozitiven rezultat za ASCA in negativen za p-ANCA antigen je značilen za CB, 
pozitiven za p-ANCA antigen in negativen za ASCA pa za UK. Metoda ima veliko 
specifičnost, a nizko občutljivost, zaradi česar ni v redni klinični rabi (Kyriakidi in sod., 
2016).  
 
Fekalni kalprotektin je heterodimerni protein, ki veže kalcij in nastaja na mestu aktivnega 
vnetja v črevesnih granulocitih in makrofagih. Tvorba in izločanje kalprotektina se 
aktivirata s pomočjo vnetnih citokinov, vezave imunoglobulinov ter ob prisotnosti 
bakterijskih produktov. Med vnetjem črevesne sluznice se kalprotektin sprošča v lumen 
črevesja (Chang in sod., 2014). Ima mnogo boljšo diagnostično napoved kor CRP in SR, 
njegova koncentracija v blatu pa dobro korelira z endoskopsko aktivnostjo bolezni pri CB 
in UK. Določanje njegove vrednosti je enostavno in dokaj poceni. Test ima dovolj veliko 
občutljivost in specifičnost, da omogoča ločitev bolnikov s KVČB od tistih s sindromom 
razdražljivega črevesja (SRČ), spremljanje aktivnosti KVČB, ocenjevanje odgovora na 
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zdravljenje, predvidevanje ponovnega zagona bolezni ter ugotavljanje subkliničnega vnetja 
pri bolnikih v remisiji (Walsham in Sherwood, 2016). Določanje vrednosti fekalnega 
kalprotektina še ni dovolj zanesljivo za razlikovanje CB od UK, zato trenutno predstavlja 
presejalni test in še ne nadomešča endoskopske preiskave (Barnes in sod., 2015).  
Fekalni laktoferin je železo vezavni protein, ki se nahaja na skoraj vseh sluzničnih 
površinah. Nastaja v črevesnih nevtrofilnih granulocitih in se aktivira ob vnetju. Ob 
infiltraciji prebavnega trakta z nevtrofilci se vrednosti laktoferina povišajo. V primeru 
KVČB so vrednosti fekalnega proteina signifikantno višje od tistih pri zdravih ljudeh ali 
pri bolnikih s SRC. Laktoferin je specifični biomarker z visoko občutljivostjo. Njegova 
diagnostična napoved je podobna tisti od kalprotektina in mnogo boljša od CRP (Soubières 
in Poullis, 2016).  
2.2.5 Imunski odziv pri KVČB 
Poleg obrambne vloge v organizmu, imajo celice imunskega odziva pomembno vlogo tudi 
pri razvoju imunsko pogojenih patoloških stanj, kot je KVČB, pri katerih gre za 
neravnovesje med regulatornimi in efektorskimi T celicami. Pri zdravih ljudeh komenzalne 
bakterije sprožijo zaporedje homeostatskih odgovorov pri epitelijskih celicah, makrofagih, 
DC in limfocitih B ter T, ter tako omogočijo sožitje z mikrobioto in njihovimi produkti. 
Domneva se, da pri KVČB genetsko dovzeten posameznik izgubi imunsko toleranco za 
komenzalne bakterije, ki v nadaljevanju predstavljajo konstanten dražljaj, ki vodi v 
kronično vnetje prebavnega trakta. Po stiku mikrobov z določenimi receptorji na črevesnih 
epitelijskih celicah, DC ter APC sledi interakcija le-teh z limfociti, ki se diferencirajo v 
ustrezen podtip in sprožijo imunski odziv (slika 3) (Orel in Kamhi Trop, 2014). 
 
Do nedavnega je veljalo, da naj bi bila CB posledica pretiranega Th1 imunskega odziva, 
UK pa imunskega odziva Th2. Danes vemo, da je v patologijo KVČB vpleten tudi Th17 
imunski odziv (Sarra in sod., 2010). Raziskave so pokazale, da je sluznica bolnikov s 
KVČB infiltrirana z mnogo višjimi koncentracijami Th17 celic in njihovih vnetnih 
mediatorjev, kot pri zdravih ljudeh. Poleg IL-17A in IL-17F je v vneti sluznici povečana 
tudi koncentracija IL-21, posledično pa tudi koncentracija IL-2 (Zhang in Li, 2014). 
Vpletenost Th17 imunskega odziva in IL-23 potrjujejo tudi študije genetskih 
polimorfizmov Th17 sorodnih genov, kot sta Stat3 in IL-23R, (Eken in sod., 2014; Feng in 
sod., 2011).  
 
V lezijah pacientov s CB je poleg povečanih koncentracij IL-17 in IFNγ, povečana tudi 
koncentracija IL-23 (Cătană in sod., 2015). Poleg Th1/Th17 populacije celic, so iz vnete 
sluznice prebavnega trakta izolirali tudi populacijo celic iTreg/Th17, ki so izražale tako 
RORyt transkripcijski faktor kot Foxp3, in so bile sposobne proizvajati pro ali protivnetne 
citokine (Yamada in sod., 2016). Novejše raziskave poročajo tudi o povečanem številu 
celic iTreg z ohranjenim protivnetnim potencialom v lezijah pacientov. iTreg celice niso 
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disfunkcionalne, kakor so najprej domnevali, kar kaže na to, da naj bi bilo pomembno 
predvsem razmerje med regulatornimi in efektorskimi celicami, ne pa njihovo število 
(Zundler in Neurath, 2015).  
 
Slika 3: Imunski odziv pri KVČB 
Bistvene razlike v ravnovesju oz. neravnovesju imunskih odzivov pri zdravem posamezniku oz. 
pacientu s KVČB. 
Figure 3: Immune response in IBD. Main differences in balance or imbalance of immune response in a 
healthy person or IBD patient. 
 
2.2.6 Zdravljenje KVČB  
Osnovni namen zdravljenja KVČB je prekinitev akutnega zagona bolezni in vzdrževanje 
remisije. Pred začetkom zdravljenja moramo poznati anatomsko lego in razširjenost 
bolezni ter njeno aktivnost. Bolnike z blago obliko bolezni lahko zdravimo ambulantno, 
zmerno aktivne in hude oblike bolezni pa obvezno v bolnišnici. Za zdravljenje oz. 
obvladovanje so trenutno na voljo naslednji pristopi (preglednica 5) (de Mattos in sod., 
2015):  
 tradicionalna zdravila: derivati salicilne kisline, kortikosteroidi, imunosupresivi, 
antibiotiki, 
 biološka zdravila, 
 modifikacija mikrobiote s probiotiki in fekalno transplantacijo , 
 kirurško zdravljenje.  
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Preglednica 5: Pregled zdravil za zdravljenje KVČB (de Mattos in sod., 2015) 
Table 5: IBD treatments; drugs in use, mechanisms of actions (de Mattos et al., 2015) 








Inhibicija IL-1, TNF-α, faktorja 
aktivacije trombocitov, zmanjšano 
izločanje protiteles. 
Nespecifična inhibicija 











Inhibicija fosfolipaze A2 v kaskadi 
sinteze arahidonske kisline, zaradi 
česar se spremeni razmerje med 
prostanglandini in levkotrieni; 
stimulacija apoptoze limfocitov 
lamnie proprie; zaviranje 
transkripcije citokinov.  
Močni immunosupresivi, 
tveganje oportunih infekcij, 












Indukcija apoptoze v provnetnih 
celicah; specifična vezava TNF-α in 
















Inhibicija migracije. Specifična inhibicija celičnih 
adhezijskih molekul. 
Napredna tehnologija, visok 
strošek. 
 
2.2.6.1 Tradicionalna zdravila 
Zdravljenje z zdravili običajno poteka po korakih, od tistih z blažjim delovanjem proti 
tistim z močnejšim. Poleg tega pa se vedno pogosteje uporablja tudi t.i. pristop »all out«, 
po katerem bolnik prejme več močnejših (in novejših) zdravil že ob prvem akutnem 
zagonu bolezni (Fiocchi, 2002). 
 
Med derivati salicilne kisline, ki imajo blažje protivnetno delovanje, je najbolj uporabljen 
mesalazin, ki nima neželenih učinkov sulfasalazina. Pri peroralni uporabi se aktivna 
učinkovina nahaja v obliki mikrogranul prekritih z etilcelulozo ali akrilnim polimerom z 
namenom preprečiti absorpcijo in doseči čim višjo koncentracijo kemično 
nespremenjenega aktivnega zdravila na mestu vnetja (Ha in Khalil, 2015).  
Med antibiotiki sta najbolj v uporabi metronidazol in ciprofloksacin. Uporabljata se pri 
bolnikih z vnetnimi masami v trebuhu, fistulami in pri bolnikih s perianalno boleznijo 
(Lahad in Weiss, 2015). 
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Kortikosteroidi so zdravilo izbora pri bolnikih s hudimi oblikami UK in CB, ter pri 
bolnikih, pri katerih derivati salicilne kisline niso bili učinkoviti. Za peroralno zdravljenje 
hudih zagonov običajno uporabljamo 6-metil-prednizolon, ki ga po kliničnem izboljšanju 
počasi ukinemo. Kortikosteroidov zaradi številnih neželenih učinkov ni mogoče uporabljati 
daljše obdobje oz. za vzdrževanje remisije. Izjema je budezonid, ki se jemlje peroralno, 
deluje pa lokalno protivnetno v končnem delu tankega in začetnem delu debelega črevesja. 
Ker se po absorpciji ob prvem prehodu skozi jetra skoraj vsa količina absorbiranega 
zdravila inaktivira, skoraj nima sistemskih stranskih učinkov in se lahko uporablja za 
indukcijo remisije (Ha in Khalil, 2015; Łodyga in sod., 2015). 
 
Imunosupresivi zmanjšujejo število limfocitov v organizmu. Učinek zdravljenja se pojavi 
šele po dveh do treh mesecih. Uporabljamo jih kot pomožno zdravilo za zdravljenje UK in 
CB, največkrat v kombinaciji s kortikosteroidom (zmanjša njihov odmerek), indicirani pa 
so lahko tudi kot monoterapija pri bolnikih, ki kortikosteroidov ne prenašajo. Pri nekaterih 
bolnikih podaljšujejo remisijo, učinkoviti so pri zdravljenju fistul, imajo pa tudi številne 
neželene učinke. Največ se uporablja azatioprin, pri neodzivnih bolnikih pa tudi 
metotreksat. Intramuskularna ali peroralna aplikacija enkrat tedensko ob zmanjšanem 
odmerku kortikosteroidov pogosto umiri aktivnost CB in vzdržuje njeno remisijo (Ha in 
Khalil, 2015). 
2.2.6.2 Biološka zdravila za zdravljenje KVČB 
V zadnjih dvajsetih letih se je z razvojem rekombinantne DNA tehnologije močno 
povečalo število sodobnih bioloških zdravil. Biološka zdravila za zdravljenje KVČB glede 
na mehanizem delovanja delimo na dve skupini: 
 Biološka zdravila proti provnetnim citokinom 
 Biološka zdravila, ki vplivajo na migracijo levkocitov in signalne mediatorje.   
Biološka zdravila proti provnetnim citokinom 
Za zdravljenje KVČB se največkrat uporablja enkratna infuzija infliksimaba. Infliksimab 
je himerno, človeško-mišje monoklonsko protitelo, ki se z veliko afiniteto veže na topni in 
membranski TNF-α in ga sistemsko inhibira. V primerih, ko se bolnik ne odziva na 
infliximab, se uporablja adalimumab. Adalimumab je humano monoklonsko protitelo, ki se 
specifično veže na TNF-α in prepreči njegovo vezavo na naravni receptor, hkrati pa deluje 
citotoksično tudi na celice, ki na svoji površini izražajo TNF-α.  
 
Med ostala biološka zdravila usmerjena proti TNF-α prištevamo še: etanercept, onercept, 
golimumab in certolizumab pegol. Etanercept je rekombinantni dvovalentni receptor za 
TNF-α, ki je vezan na Fc del IgG1. Vezava TNF-α na etanercept kompetitivno prepreči 
njegovo vezavo na naravni, površinski celični receptor in s tem onemogoči njegovo 
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delovanje. Certolizumab pegol je monoklonsko protitelo proti TNF-α, ki ima pegiliran Fab 
fragment in zato daljši razpolovni čas. 
 
Klinične izkušnje so pokazale, da se je pri nekaterih bolnikih, zdravljenih z zgoraj 
omenjenimi zdravili, odpornost proti okužbam močno zmanjšala, saj zdravila sistemsko 
inhibirajo TNF-α, ki je bistven za odpravljanje okužb v organizmu (de Mattos in sod., 
2015).  
 
Proti podenoti p40, ki je skupna IL-12 in IL-23 deluje popolnoma humano monoklonsko 
protitelo ustekinumab. Ustekinumab z visoko afiniteto veže podenoto p40 citokinov IL-12 
in IL-23 ter tako preprečuje njuno vezavo na receptor 12β1 (IL-12Rβ) ter posledično 
zmanjša aktivacijo imunskih celic. Učinkovit je za zdravljenje luskavice in psoriatičnega 
artritisa, učinkovitost za zdravljenje KVČB pa z obetavnimi rezultati preizkušajo v tretji 
fazi kliničnega testiranja (Simon in sod., 2016; Tuskey in Behm, 2014). 
 
Biološka zdravila, ki vplivajo na migracijo levkocitov in signalne mediatorje 
Nekatere oblike KVČB so na zdravljenje z zdravili proti TNF-α neodzivne. V razvoju in 
tudi na tržišču so zato biološka zdravila, ki vplivajo na adhezijo oz. migracijo levkocitov, 
signalne mediatorje in citokinske receptorje. Adhezijske molekule uravnavajo interakcije 
med limfociti in endotelijem, ter spodbujajo migracijo levkocitov na vnetna mesta. 
Selektivno blokiranje adhezijskih molekul prepreči migracijo levkocitov in predstavlja nov 
obetaven način zdravljenja KVČB (de Mattos in sod., 2015).  
 
Natalizumab je humano monoklonsko protitelo proti α4 integrinom, ki inhibira adhezijo 
levkocitov in njihovo migracijo v vneta tkiva. Zaradi številnih hudih stranskih učinkov je 
bil umaknjen iz evropskega tržišča. Vedolizumab je humano protitelo, ki se veže na 
integrin α4β7 in inhibira njegovo interakcijo z mukozno celično adhezijsko molekulo 1 
(mucosal addressin cell adhesion molecule 1 – Mad/CAM-1). Ima nizko sistemsko 
učinkovitost in zato manjši terapevtski učinek na plasti črevesne stene. Trenutno se 
uporablja za zdravljenje zmernih do resnejših oblik CB in UK. V drugi klinični fazi 
razvoja pa je zdravilo Abrilumab. Gre za humano heterodimerno protitelo proti integrinu 
α4β7, ki ima podoben mehanizem delovanja kot natalizumab (Manuc in sod., 2016). 
Etrolizumab je humano monoklonsko protitelo, ki se selektivno veže na β7 podenoto 
heterodimernih integrinov α4β7 in αEβ7 (Ungar in Kopylov, 2016). 
 
Večletna sistemska uporaba bioloških in sodrugih imunosupresivnih zdravil za zdravljenje 
hujših oblik KČVB nam je, predvsem zaradi premajhne specifičnosti, razkrila kar nekaj 
neželenih učinkov. Ti se kažejo predvsem v zmanjšani koncentraciji TNF-α, pa tudi v 
zmanjšani koncentraciji ostalih provnetnih citokinov, kar ima za posledico močno 
povečano verjetnost razvoja oportunih okužb (tuberkuloze, hepatitisa) in nekaterih vrst 
raka (Ananthakrishnan in McGinley, 2013).  
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
20 
2.2.6.3 Modifikacija mikrobiote s probiotiki in fekalno transplantacijo  
Prebiotiki in probiotiki naj bi pri bolnikih s KVČB učinkovali preko več mehanizmov. 
Vplivajo lahko na sestavo mikrobiote in spremenijo njene metabolne lastnosti. Če 
mikrobiota tvori več kratkoverižnih maščobnih kislin, se zniža pH kolona, s čimer se 
inhibira rast patogenih mikroorganizmov. Tvorba butirata inaktivira nuklearni faktor kappa 
B (NFκB) in kot hrana za kolonocite pospešuje obnovo poškodovanega črevesnega 
epitelja. Poleg tega probiotični sevi s kompeticijo za vezavo na sluznično površino 
tekmujejo s patogenimi in jih izpodrinejo. Na črevesni imunski sistem lahko probiotiki 
delujejo imunostimulativno ali protivnetno (Orel in Kamhi Trop, 2014). Študije uporabe 
probiotikov pri zdravljenju CB in UK so potrdile učinkovitost pri zdravljenju UK, kjer 
inducirajo in podaljšajo remisijo. Za zdravljenje CB pa se jih zaenkrat še odsvetuje, saj je 
glede na študije njihov vpliv dvomljiv. Poleg pre- in probiotikov se kot modifikatorji 
mikrobiote lahko uporabljajo tudi antibiotiki in določena cepiva (Manuc in sod., 2016). V 
zadnjem času se vedno več proučuje in uporablja transplantacija blata zdravih 
prostovoljcev bolnikom s KVČB z namenom vzpostaviti »normalno« sestavo mikrobiote. 
Za ocenitev vpliva fekalne transplantacije na zdravljenje oz. potek KVČB bo potrebno 
izvesti več kliničnih študij, so pa prvi izsledki dokaj obetavni (Kump in Högenauer, 2016; 
Pigneur in Sokol, 2016). 
2.2.6.4 Kirurško zdravljenje 
Kljub napredku zdravljenja KVČB veliko bolnikov še vedno potrebuje kirurško 
zdravljenje. Kirurško zdravljenje UK je dokončno, CB pa začasno. Približno 25% bolnikov 
z UK potrebuje kirurški poseg, v večini primerov se izvede totalna kolektomija. Več kot 
70% bolnikov s CB je vsak enkrat operiranih, polovica celo večkrat. S posegom pri CB 
zdravimo zgolj zaplete in ne bolezni same. Poseg je odvisen od prizadetosti črevesja 
(Hwang in Varma, 2008).  
2.3 MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE 
Mlečnokislinske bakterije spadajo v skupino po Gramu pozitivnih (G+) bakterij. So 
mikroaerofilne, anaerobne, nesporogene bakterije okrogle ali paličaste oblike. Svoje ime so 
dobile po končnem produktu fermentacije ogljikovih hidratov, to je po mlečni kislini. 
Mednje uvrščamo rodove: Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, 
Pediococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Weissella, Lactobacillus, Carnobacterium, in 
Taragenococcus. Nekateri mednje zaradi podobnih fizioloških lastnosti uvrščajo še rod 
Bifidobacterium, ki je sicer genetsko nesoroden (Stiles in Holzapfel, 1997). 
 
MKB se že vrsto let uporabljajo za pripravo fermentiranih mlečnih, rastlinskih in mesnih 
izdelkov, poleg tega pa so pomemben sestavni del črevesne mikrobiote in v prebavnem 
traktu zagotavljajo primerno kislost, ki preprečuje razrast patogenih organizmov. Zaradi 
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dolgotrajne dokumentirane varne uporabe imajo status GRAS (splošno priznani kot varni; 
”generally recognized as safe”) (Makarova in sod., 2006). Prav zaradi koristnega delovanja 
v prebavnem traktu se velikokrat dodajajo prehrani kot probiotiki. FAO in WHO definirata 
probiotike kot »žive mikroorganizme, ki v kolikor so v organizem vneseni v zadostni 
količini, dokazano pozitivno delujejo na zdravje gostitelja«. Mikroorganizem (določeni 
sev) mora za uvrstitev med probiotike izpolnjevati tudi dodatne kriterije, in sicer mora biti 
opredeljen na nivoju rodu, vrste in seva, specifičen sev pa mora biti registriran in vključen 
v mednarodno zbirko bakterijskih kultur (Gareau in sod., 2010). Poleg že omenjenih 
kriterijev mora biti probitoični sev tudi varen. Varnost seva preučimo z preučevanjem z 
varnostjo povezanih lastnosti seva (farmakokinetika in interakcije med probiotičnim sevom 
ter gostiteljem), z poznavanjem procesov preživetja v prebavnem traktu (kolonizacijske 
lastnosti) in preučevanjem naravne aktivnosti ter aktivnosti metabolitov. Posebno 
pozornost pa je potrebno nameniti proučevanju možnosti prenosa genskega materiala med 
prisotnimi bakterijami, kar je za laktobacile in bifidobakterije redkost. 
 
MKB so relativno odporne na rast v gojišču s kislim pH. Med fermentacijo pH močno pade 
in rast se pri veliki večini ustavi pri pH 4.5. MKB so dokaj tolerantne tudi na temperaturna 
nihanja, a ne preživijo pri temperaturi višji od 45°C. Pogosto proizvajajo bakteriocine, 
antibakterijske peptide, ki so za kompetitivne bakterije toksični in zato uporabni tudi za 
konzerviranje živil. Najpomembnejši in najpodrobneje opisani bakteriocin je nizin. Skupna 
in za heterologno izražanje genov pomembna značilnost MKB, je da imajo, za razliko od 
po Gramu negativnih bakterij, nižji delež gvanina in citozina v nukleotidnem zaporedju 
(Berlec in Štrukelj, 2008).  
2.3.1 Lactococcus lactis  
Bakterijska vrsta L. lactis se uporablja v komercialne namene pri proizvodnji mlečnih 
izdelkov, pri fermentaciji rastlinskega materiala (kot je npr. kislo zelje) in v raziskavah 
(van Hylckama Vlieg in sod., 2006) kot modelni organizem. Za rast in razmnoževanje te 
vrste se v laboratoriju uporablja kompleksno gojišče M17, ki vsebuje številne 
aminokisline, za katere so te bakterije avksotrofne. Optimalna temperatura rasti je 30°C, 
pri temperaturi višji od 45°C pa se rast ustavi. Kisika za rast ne potrebuje, ga pa tolerira 
(Douillard in de Vos, 2014). V laboratoriju največkrat uporabljena seva sta L. lactis subsp. 
cremoris MG1363 in L. lactis subsp. lactis IL1403, katerih genoma sta določena.  
 
Vrsta L. lactis ni naravno prisotna v prebavnem traktu ljudi, preživi pa prehod preko 
prebavnega trakta po peroralnem zaužitju. Vrsta ni priznana kot probiotik, se pa v zadnjem 
času pojavlja vedno več študij, ki potrjujejo njeno probiotično delovanje. Zaradi varnosti, 
priznanega statusa GRAS, predvsem pa dobre raziskanosti vrste in razvitih tehnik 
genskega inženirstva se pojavlja vedno več raziskav o dodatnih možnostih njene uporabe 
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(npr. pri proizvodnji peroralnih cepiv, za zdravljenje KVČB...), ki bi jih dosegli z genskim 
spreminjanjem (Wegmann in sod., 2007).  
 
Uporaba te vrste za rekombinantno izražanje heterolognih proteinov ali kot dostavnega 
vektorja ima mnogo prednosti pred drugimi sistemi. Vrsta je po Gramu pozitivna in nima 
toksičnih lipopolisahardidov, značilnih za po Gramu negativne vrste.  
V primerjavi z E. coli ima manjši genom, manj sekretornih proteinov in pri izražanju 
proteinov ne tvori inkluzijskih telesc, ali pa jih tvori le v manjši meri (Bahey-El-Din in 
sod., 2010).  
2.3.2 Vrste iz rodu Lactobacillus  
Za uporabo v raziskavah so zanimivi tudi različni sevi iz rodu Lactobacillus, ki predstavlja 
enega izmed najpomebnejših in obširnejših rodov MKB. Polega tega, da so naravno 
prisotni v naravi, nekaj tudi v človeškem prebavnem traktu in vagini, se uporabljajo tudi v 
industriji, v živilstvu in v terapevtske namene. V terapevtske namene se uporabljajo 
predvsem kot sestavine probiotičnih kultur. Najbolj znan in v terapevtske namene 
največkrat uporabljen predstavnik je Lb. acidophilus ATCC 4356, ki je ena glavnih vrst v 
človeški in živalski prebavi, prav tako pa ga dodajajo v vrsto fermentiranih mlečnih 
izdelkov. Poleg njega pa se veliko uporabljajo še: Lb. casei, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum 
in Lb. salivarius (Goldstein in sod., 2015).  
2.3.2.1 Lactobacillus salivarius in Lactobacillus plantarum 
Lb. salivarius je homofermentativna bakterijska vrsta, ki je relativno odporna na nizek pH 
in žolčne soli ter je naravno prisotna v prebavnem traktu in ustih. Uporablja se predvsem 
kot sestavina probiotičnih kultur, zaradi sposobnosti preživetja v neugodnih pogojih in 
sposobnosti kolonizacije prebavnega trakta pa postaja vedno bolj zanimiva za uporabo v 
raziskovalne in terapevtske namene še posebej za ciljano dostavo biološko aktivnih 
molekul v prebavni trakt. Sev ATCC 11741 se omenja  kot učinkovit gostiteljski 
organizem za nerekombinantni pristop predstavitve na površini (z domeno z lizinskim 
motivom) v farmacevtski biotehnologiji (Guinane in sod., 2015; Goldstein in sod., 2015).  
 
Lb. plantarum je bakterijska vrsta sposobna rasti v zelo različnih ekoloških nišah, ki se 
dandanes uporablja primarno pri fermentaciji mošta, oliv in razne zelenjave, in tudi kot 
sestavina probiotičnih kultur. Vrsta je bila za nas zanimiva z raziskovalnega stališča, saj je 
tako kot vrsta Lb. salivarius sposobna preživetja v neugodnih pogojih in kolonizacije 
prebavnega trakta in je bila zato tudi zanimiv kandidat za nerekombinantni pristop 
površinske predstavitve.  V naših raziskavah smo uporabljali sev ATCC 8014, ki je že bil 
predhodno testiran kot gostiteljski organizem za nerekombinantni pristop površinske 
predstavitve, a so rezultati do nekovalnetne vezave domene z lizinskim motivom pokazali 
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manjšo afiniteto kot pri Lb. salivarius ATCC 11741, kar je najverjetneje posledica v 
različni sestavi celične stene. 
 
V laboratoriju se za rast in razmnoževanje obeh  vrst uporablja kompleksno gojišče MRS. 
Optimalna temperatura rasti pa je 37 °C. 
2.4 GENSKO SPREMENJENE MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE  
Napredek tehnologije rekombinantne DNA je tudi na področju MKB v zadnjih dveh 
desetletjih prinesel razvoj številnih tehnik, ki omogočajo pripravo stabilnih rekombinantnih 
MKB. 
2.4.1 Sistemi za izražanje genov  
Za rekombinantno izražanje proteinov v MKB se uporabljajo različni sistemi. Heterologni 
geni se lahko nahajajo na plazmidih ali pa so vstavljeni v bakterijski kromosom in so pod 
nadzorom konstitutivnih ali inducibilnih promotorjev. Konstitutivni promotorji 
zagotavljajo enakomerno izražanje daljši čas, vendar večinoma v manjših količinah, pri 
inducibilnih pa izražanje lahko nadzorujemo in je običajno močnejše. Izražanje lahko 
sprožimo z ogljikovimi hidrati, bakteriocini, toplotno ali pH spremembo ali s fagno 
infekcijo (Berlec in Štrukelj, 2008; Vos, 1999). 
2.4.1.1 NICE sistem 
Največkrat uporabljen in najpodrobneje opisan sistem za nadzorovano izražanje genov je z 
nizinom nadzorovan sistem za izražanje (NICE), kjer se izražanje inducira z dodatkom 
bakteriocina nizina. Nizin je iz 34 aminokislin sestavljen protimikrobni peptid, katerega 
značilnost so spremenjene aminokisline ter petciklični obroči. Sintetizira se na ribosomih 
kot prekurzor, z nadaljnjimi post-translacijskimi modifikacijami pa dozori v končno 
obliko, ki se s translokacijo prenese preko citoplazemske membrane. Proteine, odgovorne 
za njegovo biosintezo, kodira skupina enajstih genov, od katerih prvi gen nisA kodira 
prekurzor nizina, ostali pa vplivajo na sintezo proteinov udeleženih v procesih 
modifikacije, translokacije in procesiranja nizina. Gena nisR in nisK sta sestavna dela 
bakterijskega dvokomponentnega transdukcijskega sistema in sta udeležena v regulaciji 
izražanja nizinskih genov. NisK je histidinska protein kinaza, zasidrana v citoplazemski 
membrani, in predstavlja receptor za vezavo zrelega nizina. Ob vezavi nizina se kinaza 
avtofosforilira in fosfatna skupina se prenese na NisR. Aktivirani NisR aktivira promotorja 
nisA in nisF kar sproži sintezo prekurzorja nizina (Zhou in sod., 2006; Mierau in 
Kleerebezem, 2005), („NICE Expression System for Lactococcus lactis from MoBiTec“, b. 
d.).  
Inducibilni nizinski promotor so izkoristili za pripravo sistema NICE, in sicer so iz skupine 
nizinskih genov izolirali gena nisR in nisK ter ju vstavili v gen pepN na kromosomu L. 
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lactis subsp. cremoris MG1363, ki ne vsebuje skupine nizinskih genov. Tako so ustvarili 
nov sev NZ9000, ki je največkrat uporabljen gostiteljski sev sistema NICE. Za 
znotrajcelično proizvodnjo ali izločanje proteinov so bili pripravljeni različni plazmidi, ki 
vsebujejo PnisA promotor. Največkrat uporabljen plazmid je pNZ8048, iz katerega so 
pozneje razvili plazmida pNZ8148 in pNZ8150. Pri plazmidu pNZ8148 lahko s PCR 
pomnožen gen vstavimo neposredno za nizinski promotor preko restrikcijskega mesta 
NcoI, pri pNZ8150 pa preko restrikcijskega mesta ScaI (Zhou in sod., 2006; Mierau in 
Kleerebezem, 2005), („NICE Expression System for Lactococcus lactis from MoBiTec“, b. 
d.). 
2.4.1.2 Predstavitev heterolognih proteinov na površini MKB 
Predstavitev heterolognih proteinov na površini bakterij postaja vedno bolj pomembna 
tehnologija na področjih biotehnologije, mikrobiologije in zdravstva. Bakterije, ki na svoji 
površini izražajo določene proteine, so uporabne kot biokatalizatorji, bioadsorbenti, 
biosenzorji, dostavni vektorji in kot peroralna cepiva. Lahko pa se jih uporabi tudi za 
detekcijo mutacij in proizvodnjo protiteles (Lee in sod., 2003).  
 
Površinska predstavitev proteina oz. t.i. potniškega proteina na površini bakterije poteka s 
pomočjo fuzije s sidrnim proteinom (nosilnim proteinom). Fuzija potniškega proteina z 
nosilnim proteinom lahko poteka preko N-konca ali C-konca, ali v obliki t. i. sendvič 
pristopa, pri katerem se protein vstavi v sredino nosilnega proteina. Učinkovitost 
predstavitve je odvisna od lastnosti gostiteljskih celic, nosilnega ter potniškega proteina in 
metode detekcije (Lee in sod., 2003). Pri MKB poznamo pet različnih načinov predstavitve 
na površini glede na nosilni protein, ki je lahko: transmembranski protein (slika 4A), 
lipoprotein (slika 4B), protein z LPXTG motivom, protein z lizinskim motivom (LysM) 
(slika 4C)  in ali pa protein površinskega (S) sloja (Michon in sod., 2016). 
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Slika 4: Načini predstavitve heterolognih proteinov na površini MKB 
Figure 4: Methods for protein display in lactic acid bacteria. 
Predstavitev s pomočjo transmembranskih proteinov 
Za takšno predstavitev se lahko uporabi katerikoli protein, ki večkrat prebada membrano. 
Zaporedje, ki kodira za potniški protein, se vstavi v del zaporedja nosilnega proteina, ki je 
po vstavitvi v membrano izpostavljen na površini. Pomanjkljivost metode je omejitev 
glede velikosti inserta, saj lahko s prevelikim insertom spremenimo topologijo 
membranskega proteina (Leenhouts in sod., 1999). 
Predstavitev s pomočjo lipoproteinov 
Signalni peptid lipoproteinov sestavljajo značilne aminokisline, od katerih ja za 
predstavitev na površini bistveno zaporedje levcin-(alanin ali serin)-(alanin ali glicin)-
cistein. Vezava na površino bakterije se doseže s cepitvijo N-končnega dela proteina pred 
cisteinskim ostankom, čemur sledi tioesterska vezava “zrelega” proteina na lipid 
(diacilglicerol) v celični membrani. Za tak način predstavitve heterolognih proteinov na 
površini se uporabljata predvsem proteina PrtM (z membrano povezani lipoprotein) in 
OppA (oligopeptidni transportni protein) iz bakterijske vrste L. lactis (Leenhouts in sod., 
1999).  
Predstavitev s pomočjo proteinov z LPXTG motivom  
Motiv LPXTG se nahaja na C-koncu proteina in je sestavljen iz pozitivno nabitega dela, 
kateremu sledita hidrofobna domena iz približno 30 aminokislin in pentapeptid LPXTG (X 
predstavlja naključno aminokislino). Sortaza v zaporedju LPXTG cepi vez med treoninom 
in glicinom ter omogoči kovalentno povezavo treonina na aminokisline celične stene. 
Hidrofobni del je pomemben za vključitev v membrano, pozitivno nabit ostanek pa skrbi, 
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da ne pride do izločanja polipeptidne verige v gojišče (Michon in sod., 2016; Dramsi in 
sod., 2008; Dieye in sod., 2001). 
Med najbolj poznanimi sidrnimi proteini v celični steni po Gramu pozitivnih bakterij je 
Protein A iz vrste S. aureus. Protein A vsebuje signalni peptid za izločanje na N-koncu in 
signal zaporedje LPXTG na C-koncu. Sidrna proteina, ki prav tako izkoriščata LPXTG 
signal za pritrditev na površino po Gramu pozitivnih bakterij, sta M6 površinski protein iz 
streptokokov tipa A ter zunajcelična proteinaza PrtP iz bakterijske vrste L. lactis 
(Leenhouts in sod., 1999). 
Predstavitev s pomočjo proteinov z lizinskim motivom (LysM)  
Domena LysM je večinoma del izvenceličnih encimov, ki so udeleženi pri metabolizmu 
celične stene, kjer skrbi za nekovalentno sidranje katalitične domene na peptidoglikan. 
Navadno se ta približno 40 aminokislin dolga domena nahaja na N- ali C-koncu pripetih 
proteinov in lahko vsebuje različno število lizinskih motivov. Najbolje raziskan protein z 
lizinskimi motivi je avtolizin N-acetil muramidaza (AcmA) iz bakterijske vrste L. lactis 
(Visweswaran in sod., 2014), (Buist in sod., 2008). 
 
AcmA hidrolizira peptidoglikan in sodeluje pri celični delitvi ter je odgovorna za lizo celic 
v stacionarni fazi. Sestavlja jo 437 aminokislin in je iz treh domen. Prva domena je 
signalno zaporedje na N-koncu, druga je encimsko aktivna domena, na C-koncu pa se 
nahaja površinsko sidro, v katerem se nahajajo tri ponovitve domene LysM, ki so 
odgovorne za nekovalentno pritrditev AcmA na celično steno. Domene so med seboj 
ločene z nehomolognimi zaporedji, bogatimi s treoninom, serinom in asparaginom (Steen 
in sod., 2005). C-konec laktokoknega proteina AcmA (cA) zadostuje za pritrditev na 
površino MKB in se lahko uporablja kot fuzijski partner za nekovalentno pritrditev 
različnih heterolognih proteinov na površino MKB (Okano in sod., 2008). 
Predstavitev s pomočjo proteinov površinskega (S) sloja 
S plast je najbolj zunanja plast nekaterih MKB bakterij in proteini, ki jo sestavljajo, lahko 
predstavljajo 10-15% vseh bakterijskih proteinov. V večini jo tvorijo identične podenote 
glikoproteinov, ki tvorijo dvodimenzionalno porozno mrežo in jo preko intrizičnih 
interakcij nekovalentno vežejo na celično površino (Hynönen in Palva, 2013).  
2.4.1.3 Površinska predstavitev na modelni MKB seva L. lactis NZ9000 
Pri bakterijskem sevu L. lactis NZ9000 se kot nosilna proteina za predstavitev na površini 
največ uporabljata C-končni del laktokoknega proteina AcmA (cA) z LysM ponovitvami, 
ki se veže nekovalentno, ali pa del proteina M6 iz bakterije Streptococcus pyogenes z 
LPXTG motivom, ki se na peptidoglikan veže kovalentno (Berlec in sod., 2011).  
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Signalni peptid proteina Usp45, ki ga sev L. lactis NZ9000 intenzivno izloča iz celic, se 
največkrat uporablja za izločanje heterolognih proteinov. Gen za Usp45 na kromosomu 
bakterijskega seva L. lactis NZ9000 kodira protein velikosti 461 aminokislin, od katerih jih 
prvih 27 predstavlja signalni peptid za izločanje. Njegovo učinkovitost so v raziskavah 
preverili tako, da so signalni peptid proteinaze Prt zamenjali s 27 aminokislin dolgim 
signalnim peptidom Usp45, pri čemer je prišlo do povečanega izločanje proteinaze (van 
Asseldonk in sod., 1993).  
 
S fuzijo signalnega peptida Usp45 s propeptidom LEISSTCDA, funkcionalno B domeno 
ter AcmA proteinom so pripravili laktokokne konstrukte z različnim številom LysM 
ponovitev, ter različno dolžino zaporedja med B domeno in LysM ponovitvami. Do 
najobsežnejše površinske predstavitve je prišlo pri laktokokih, ki so vsebovali plazmid 
pSDLBA3b s tremi LysM ponovitvami. Na podlagi pSDLBA3b so kasneje pripravili 
sistem za površinsko predstavitev vezavnega proteina »Affibody« (derivat B domene 
stafilokoknega proteina A), ki je sposoben vezave TNF-α (Ravnikar in sod., 2010). B 
domena je ena od petih podenot stafilokoknega proteina A, ki je sposobna specifične 
vezave na Fc dela imunoglobulinov večine sesalcev. Ima stabilno strukturo, je dobro topna 
in odporna na proteaze (Bratkovič in sod., 2006). 
 
Možen nosilni protein za predstavitev IgG vezavnih domen na površini bakterije je tudi 
bazični membranski lipoprotein A (BmpA). Po odcepitvi za lipoproteine značilnega 
signalnega peptida z N-konca se BmpA kovalentno veže na membrano bakterije (Berlec in 
sod., 2011). Skrajšana različica, poimenovana Bmp1, je omogočila boljšo prestavitev, 
vsako nadaljnje krajšanje pa slabšo. Sistem izražanja na površini z Bmp1 kot nosilnim 
proteinom omogoča manjši obseg predstavitve v primerjavi z AcmA sistemom, vendar pa 
je sposoben močnejše vezave na površino (Zadravec in sod., 2014). 
2.4.1.4 Predstavitev heterolognih proteinov na površini MKB z nerekombinantnim    
pristopom 
Zaradi splošnega neodobravanja gensko spremenjenih organizmov (GSO) v Evropi, je zelo 
aktualen nerekombinantni pristop k predstavitvi na površini MKB. Nerekombinantni 
pristop predstavitve na površini lahko izvajamo tako, da rekombinantno pridobljene 
proteine nekovalentno vežemo na površino gensko nespremenjenih MKB ali na nežive 
bakterijam podobne delce (BLP) (Wyszyńska in sod., 2015).  
 
S stališča regulative se BLP uvrščajo med kompleksne pripravke rekombinantnih 
proteinov, ki so namenjeni predvsem za uporabo v medicini. Produkte, ki vključujejo 
površinsko predstavitev rekombinantnega proteina na nerekombinantnih bakterijah, pa 
Evropska agencija za zdravila (EMEA) ne uvršča med običajne nerekombinantne 
organizme, ampak v skupino novih biotehnoloških produktov. Za to skupino so, tako kot 
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za GSO, zahtevane ocene tveganja, ki pa so enostavnejše. S stališča regulative ima torej 
predstavitev heterolognih proteinov na površini nespremenjenih MKB bistveno prednost 
pred predstavitvijo na GS MKB z vidika ekonomičnosti in hitrosti razvoja izdelka ter 
predstavlja alternativno pot med rekombinatnimi bakterijami in BLP (Zadravec in sod., 
2015a). 
 
Nežive MKB oz. BLP pripravimo tako, da žive, viabilne MKB obdelamo s 30 minutnim 
vrenjem v triklorocetni kislini. Takšna obdelava povzroči odstranitev celotne celične 
vsebine, površinskih komponent in proteinov, kar močno poveča zmožnost vezave 
želenega proteina v fuziji s cA nosilnim proteinom na površino. Delce, nastale po tej 
obdelavi, so najprej poimenovali GEM delci (Gram-positive enchancer matrix), kasneje pa 
BLP (Wyszyńska in sod., 2015; Bosma in sod., 2006). Primerni so za dostavo cepiv, saj 
izkazujejo imunostimulatorno aktivnost, se enostavno aplicirajo skozi nos ali usta, 
omogočajo dostavo več različnih antigenov hkrati in so visoko obstojni pri sobni 
temperaturi (Audouy in sod., 2006; Mao in sod., 2016). Edina pomanjkljivost BLP delcev 
v primerjavi z živimi bakterijami je, da niso sposobni kolonizacije prebavnega trakta, 
zaradi česar je navadno potrebnih več odmerkov za dosego ustrezne imunizacije 
(Wyszyńska in sod., 2015). 
 
Rekombinantne, v bakterijskem sevu L. lactis NZ9000 pripravljene fuzijske proteine s 
površinskim sidrom, lahko nekovalentno vežemo na površino nespremenjenih MKB. 
Nekovalentna vezava je zaželena, saj ne vključuje nobenih encimskih reakcij ali dodajanja 
premreževalnih reagentov. Največkrat se uporabljajo vezavne domene s ponovitvami 
LysM, ki se nekovalentno vežejo na peptidoglikan, vezava pa ni vrstno specifična. Primer 
nosilnega proteina je prej omenjeni C-konec laktokoknega proteina AcmA (cA). Glede na 
raziskave je za predstavitev heterolognih proteinov zelo primeren sev Lactobacillus 
salivarius ATCC 11741, ki je zmožen nadpovprečne vezave rekombinantno pridobljenih 
proteinov preko cA na svojo površino (Zadravec in sod., 2015; Bosma in sod., 2006). 
2.5 UPORABA MKB V ZDRAVLJENJU 
MKB zaradi svojega priznanega statusa GRAS, ki je posledica njihove dolgotrajne in 
varne uporabe, predstavljajo privlačen sistem za dostavo različnih biološko aktivnih snovi 
v organizem. Cilj njihovega delovanja so sluznice, največkrat sluznica prebavnega trakta. 
Njihovo delovanje je lahko lokalno ali sistemsko. Večinoma se aplicirajo peroralno ali 
nazalno, lahko pa tudi vaginalno. Laktokoki in laktobacili preživijo pot skozi prebavni 
trakt, kar pa je bistven dejavnik pri dostavi proteinov, ki bi se sicer pri peroralni aplikaciji 
razgradili v kislem želodčnem soku. Poleg tega peroralna aplikacija predstavlja 
sprejemljivejšo, za bolnika manj bolečo in tudi cenejšo alternativo kot paraenteralna, ki je 
trenutno pri apliciranju proteinov zaradi njihovega kratkega razpolovnega časa najbolj 
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uveljavljena. Dodatna prednost dostave z bakterijami tudi ta, da čiščenje in izolacija 
proteinov nista potrebna (Wells, 2011). 
2.5.1 Dostava cepiv z MKB 
Z uporabo MKB kot dostavnih sistemov za dostavo cepiv na sluznične površine se lahko 
izognemo dragi, neprijetni in boleči parenteralni aplikaciji. Cenejša dostava cepiv pomeni 
veliko prednost za manj razvite dežele, kjer ni dovolj usposobljenega osebja za 
paraenteralno aplikacijo in kjer je največ okužb z nevarnimi mikroorganizmi. MKB, 
predvsem laktokoki in laktobacili, so primeren dostavni sistem za cepiva, ker imajo status 
GRAS, lahko delujejo kot adjuvansi, imajo nizko imunogenost in so sposobni adhezije na 
sluznico  [99], (Pouwels in sod., 1998). Poleg tega predstavljajo dobro varno alternativo 
živim oslabljenim cepivom in imajo zaradi lažje aplikacije tudi boljšo komplianco (Wang 
in sod., 2016). 
 
Proteini, dostavljeni z MKB, imajo v veliki večini preveliko molekulsko maso, da bi preko 
epitelijskih celic prešli v krvni obtok. Prehod jim omogočajo specializirane M celice, ki se 
nahajajo na Peyerjevih ploščah limfoidnega črevesnega tkiva. M celice jih nato predstavijo 
dendritičnim celicam, ki fagocitirajo bakterije, ter jih prenesejo v bezgavke. To posledično 
sproži izločanje IgA protiteles iz epitelija v črevesni lumen in s tem lokalni imunski odziv. 
Takšen vnos antigenov pa lahko sproži tudi sistemski imunski odziv in pojav IgG protiteles 
v krvi (Berlec in Štrukelj, 2008).  
 
V kolikor želimo kontinuirano dostavo antigena, moramo kot dostavni sistem uporabiti 
seve laktobacilov, ki so sposobni kolonizacije prebavnega trakta. Nasprotno je moč z 
uporabo laktokokov doseči višji nivo izražanja antigena, vendar le za čas prehoda bakterij 
skozi prebavni trakt (približno tri dni). Antigeni predstavljeni na MKB so usmerjeni proti 
bakterijskim in virusnim patogenom, pa tudi praživalim. Njihova aplikacija je lahko 
peroralna, vaginalna ali nazalna (Bermúdez-Humarán in sod., 2011). Učinkovitost dostave 
antigena je odvisna od izbora dostavnega vektorja in sistema izražanja (Nouaille in sod., 
2003). 
 
Modelni antigen, na katerem je bilo opravljenih tudi največ raziskav, je fragment C toksina 
tetanusa, ki je tudi močno imunogen (Shi in sod., 2006). Velik del raziskav so opravili na 
mišjih modelih, pri katerih so opazili zvečan lokalni imunski odziv, povečano izločanje 
IgA, poleg tega pa tudi povečan sistemski imunski odziv. Klinično uspešnost cepljenja so 
dokazali z okužbo poskusnih živali s patogenom, pri čemer se bolezen ni razvila (Robinson 
in sod., 1997). 
 
Dokaj podrobno raziskano je cepivo proti humanemu papiloma virusu 16 (HPV), ki 
povzroča raka materničnega vratu. Onkoprotein E7 je močan antigen, zato so ga v več 
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raziskavah uspešno predstavili na površini bakterijske vrste L. lactis. Sočasno z 
onkoproteinom E7 so na površini vrste L. lactis predstavili tudi provnetni citokin IL-12, 
kar je močno povečalo imunski odziv ob testiranju na mišjem modelu (Bermúdez-
Humarán in sod., 2003). Onkoprotein E7 so pridobili tudi v bakterijski vrsti E. coli, ga 
izolirali s pomočjo Ni-NTA afinitetne kromatografije ter nato uspešno vezali na površino 
gensko nespremenjenih MKB (Ribelles in sod., 2013). 
 
Raha je skupaj s sodelavci s pomočjo sidrne domene AcmA na površini živih gensko 
nespremenjenih bakterij vrste L. lactis predstavil VP1 epitope enterovirusa tipa 71 z 
namenom priprave oralnega cepiva proti slinavki in parkljevki (Raha in sod., 2005). Tudi 
malarijski antigen (MSA2) v fuziji s cA so uspešno vezali na celično steno inaktivirane 
bakterijske vrste L. lactis in na različne laktobacile (Steen in sod., 2003).  
 
Laktokokne delce BLP so uporabili za pripravo več različnih cepiv proti bakterijam, 
virusom in parazitom. Cepiva so pripravili v fuziji s cA nosilnim proteinom ter jih testirali 
v predkliničnih študijah, nekaj pa tudi že v prvi fazi kliničnega testiranja. Rezultati do 
sedaj narejenih študij so zelo obetavni in kažejo na dolgotrajno pridobljeno imunost. 
Najbolj so proučili cepiva proti gripi (FluGEM), respiratornem sincicijskem virusu 
(SynGEM) in hepatitisu B (Van Braeckel-Budimir in sod., 2013). Tudi bakterijski sev Lb. 
salivarius IB3154 in njegovi BLP delci so se izkazali kot učinkoviti nosilci za dostavo 
cepiv proti bakterijski vrsti Campylobacter jejuni. Imunodominantna proteina bakterijskih 
vrst Campylobacter jejuni CjA in CjaD v fuziji s cA so uspešno vezali tako na živo 
bakterijsko vrsto Lb. salivarius kot na njene nežive BLP delce (Kobierecka in sod., 2015). 
 
Ostali primeri uporabe MKB za dostavo cepiv so zaščita pred rotavirusi, pred kariesom, 
pred malarijo, pred koronavirusi in drugimi patogeni. Nekaj antigenov, ki so bili 
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Preglednica 6: Primeri uporabe MKB pri dostavi antigenov 
Table 6: LAB as delivery vectors for antigens 
Patogen Dostavljeni antigen MKB 
Streptococcus mutans (karies) Površinski protein PAc L. lactis 
Clostridium tetani (tetanus) Fragment C tetanus toksina L. lactis, Lb. plantarum 
Streptococcus pneumoniae Kapsularni polisaharid tipa 3, PsaA, 
PspA 
L. lactis, Lb. plantarum, 
Lb. helveticus 
Helicobacter pylori UreB, Cag12 L. lactis, Lb. plantarum, 
Brucella abortus L7/L12 ribosomalni protein, GroEL 
protein toplotnega šoka 
L. lactis 
Streptococcus pyogenes (faringealna 
infekcija) 
Območje C ponovitve proteina M L. lactis 
Proteus mirabillis MrpA fimbrijski protein L. lactis 
Enterotoksigena Esherichia coli Toplotno stabilni enterotoksin, 
toplotno labilni enterotoksin 
Lb. reuteri 
Streptokoki (širokospektralno) GBS pilus (iz skupine B streptokokov) L. lactis 
 
Virusi 
Človeški papiloma virus tip 16 (rak 
materničnega vratu) 
Protein E7, protein L1 L. lactis, Lb. plantarum, 
Lb. casei 
HIV Plaščni protein L. lactis 
SARS-koronavirus Nukleokapsidni protein, peplomerni 
protein – segmenta SA in SB 
L. lactis, Lb. casei 
Rotavirus VP7 protein iz zunanjega plašča L. lactis 
Koronavirus (nalezljivi 
gastroenteritis) 
Peplomerni glikoprotein S Lb. casei 
Praživali 




2.5.2 Dostava proteinov s fiziološko vlogo z MKB 
Dostava proteinov s fiziološko vlogo na površino sluznic je zanimiva predvsem pri 
zdravljenju oz. obvladovanju bolezni prebavnega trakta, metabolnih okvarah in alergijskih 
reakcijah. Trenutno najpogostejša tarča proteinov s fiziološko vlogo je KVČB. 
 
Z namenom zdravljenja KVČB so razvili sistem na osnovi bakterijske vrste L. lactis, ki 
proizvaja in izloča IL-10 in ga uspešno preizkusili na mišjih modelih. Zaradi varnostnih 
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zahtev pri uporabi GSO za zdravljenje ljudi so nato razvili sev L. lactis, kateremu so gen za 
timidilat sintazo (thyA) zamenjali s sinteznim humanim genom za IL-10. Tak sev ni 
sposoben preživetja izven gostiteljevega prebavnega trakta, saj ni sposoben sinteze timina 
in timidina. Razviti sev so leta 2006 preskusili v prvi fazi kliničnega testiranja na desetih 
ljudeh s CB. Zasledili so zmanjšanje simptomov bolezni in le malo stranskih učinkov, saj 
tak sistem deluje lokalno in nima sistemskih učinkov (Braat in sod., 2006; Rottiers in sod., 
2009). Ta študija predstavlja prvi primer klinične študije z uporabo GS MKB kot živih 
dostavnih sistemov. 
 
Vrsta L. lactis, ki na svoji površini izraža nanotelo proti TNF-α, predstavlja drugi primer 
uporabe GS MKB pri zdravljenju KVČB. Študije na mišjem modelu enterokolitisa in z 
natrijevim dekstran sulfatom (DSS) povzročenega kolitisa so se izkazale za zelo uspešne, 
saj se je stanje po administraciji GS MKB močno izboljšalo (Vandenbroucke in sod., 
2010). 
 
Preglednica 7: Primeri uporabe MKB pri dostavi proteinov z fiziološko vlogo (Berlec in Štrukelj, 2008) 
Table 7: LAB as delivery vectors for proteins with physiological role (Berlec and Štrukelj, 2008). 
Obolenje Dostavljeni protein MKB 
KVČB IL-10 L. lactis 
UK mTFF triperesni faktor L. lactis 
UK LcrV iz Yersinia pseudotuberculosis L. lactis 
UK MnSOD iz Streptococcus thermophilus Lb. gasseri 
UK stimulirajoči hormon alfa-melanocitov Lb. casei 
UK transformirajoči rastni dejavnik-β Bact. ovatus 
UK Nanotelo proti TNFα L. lactis 
UK Affibody proti TNFα L. lactis 
HIV Cianovirin iz Nostoc elipsosporum L. lactis. Lb. plantarum, 
Lb. jensenii 
Pomanjkanje lipaze pri pankreasni 
insuficienci 
Lipaza iz Staphylococcus hycus L. lactis 
Modulacija alergijskega imunskega 
odziva 
Bet v 1 antigen iz brezovega peloda L. lactis. Lb. plantarum, 
Modulacija alergijskega imunskega 
odziva 
Antiidiotipski scFv ali IgE mimotop Lb. johnsonii 
Pomanjkanje lipaze pri pankreasni 
insuficienci 
Lipaza iz Staphylococcus hyicus L. lactis 
   
 
Na Fakulteti za farmacijo UL in na Institutu Jožef Stefan so razvili sev L. lactis NZ9000, ki 
na svoji površini izraža vezavni »Affibody« proti TNF-α (Ravnikar in sod., 2010) in je 
sposoben vezave TNF-α in vitro. Študije na mišjem modelu z DSS povzročenega kolitisu 
pa so pokazale, da aplikacija seva L. lactis NZ9000, ki na svoji površini izraža »Affibody« 
proti TNF-α, kolitis poslabša, medtem ko ga aplikacija gensko nespremenjenega seva L. 
lactis izboljša. Ti rezultati kažejo na to, da previsoke koncentracije TNF-α delujejo 
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patološko, nižje pa protektivno in so nujne za uspešno celjenje sluznice prebavnega trakta 
(Berlec in sod., 2017). Ostali primeri uporabe MKB pri dostavi proteinov z fiziološko 
vlogo so navedeni v preglednici 7. 
 
Za zdravljenje infekcij s Shiga toksinom so razvili rekombinantno bakterijski sev L. lactis 
NZ9000, ki na svoji površini izraža različico albumin vezavne domene (ABD) 
streptokoknega proteina G. Vezavo Shiga toksina 1B podenote na ABD domeno so potrdili 
s pomočjo pretočne citometrije in metode celocelične ELISA. Takšne rekombinantne 
bakterije bi potencialno lahko vezale shiga toksin v človeškem prebavnem traktu 
(Zadravec in sod., 2016). 
 
V razvoju je tudi rekombinantna MKB za obvladovanje oz. zdravljenje celiakije. Celiakija 
je nezmožnost razgradnje glutenskih proteinov v tankem črevesju. Gluten in njegovi 
ostanki posledično tam povzročajo kronično vnetje. Rekombinantna MKB na svoji 
površini izraža prolil endopetidaze, ki bi v prebavnem traktu lahko hidrolizirale peptidno 
vez na karboksilni skupini prolinskega ostanka ter razgradile imunotoksične peptide, 
odgovorne za celiakijo. Študije »in vivo« še niso bile izvedene (Wang in sod., 2016; 
Alvarez-Sieiro in sod., 2014).  
 
Podobne raziskave potekajo tudi za obvladovanje diabetesa tipa I, in sicer so razvili 
rekombinantne MKB, ki na svoji površini izražajo protivnetni citokin IL-10 in proinzulin. 
Testi na mišjem modelu so pokazali remisijo diabetesa tipa I (Bermúdez-Humarán in sod., 
2013). Novejše raziskave potekajo v smeri razvoja MKB, ki na svoji površini izraža 
enoverižni bioaktiven inzulin, saj ima peroralna aplikacija inzulina zelo slabo 
biorazpoložljivost (posledica proteolitičnih encimov in pH prebavnega trakta) (Mao in 
sod., 2017). 
2.5.3 Uporaba MKB za zmanjšanje imunskega odziva 
GS MKB lahko uporabljamo tudi za zdravljenje alergijskega imunskega odziva. Za 
alergijsko reakcijo tipa 1 je značilen pretiran odziv Th2 celic, ki posledično preko IgE 
sprožijo vnetno kaskado, v kateri se sproščajo vnetni citokini in histamin, ki so odgovorni 
za klinične znake alergijske reakcije (Berlec in Štrukelj, 2008). Alergije lahko premagamo 
oz. omilimo s ponavljajočo izpostavljenostjo naraščajočim odmerkom alergena 
(senzitizacijo). Tako so npr. zmanjšali imunski odziv na antigen iz brezovega peloda 
(Daniel in sod., 2006).  
 
Drugi možen pristop je dostava fragmenta variabilne regije protitelesa (scFv) proti IgE, ki 
stimulira tvorbo IgG proti IgE. Tak pristop so uporabili pri rekombinantnih bakterijiah vrst 
Lactobacillus johnsonii in Lactobacillus zeae (Scheppler in sod., 2005; Krüger in sod., 
2005). 
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2.5.4 Dostava DNA cepiv z MKB 
Z MKB dostavljena DNA izkoristi celične mehanizme za prepis v protein, ki potem služi 
kot antigen. V organizem se z enim dostavnim vektorjem (MKB) lahko vnese več različnih 
antigenov ali epitopov hkrati. Prednost DNA cepiva je tudi v tem, da poleg humoralnega 
odziva aktivira tudi celičnega, kar posledično omogoča tudi zdravljenje kroničnih bolezni 
in zahtevnih virusnih infekcij. Stopnja aktivacije imunskega sistema je odvisna od tega, 
kako DC analizirajo predstavljeni (izraženi) antigen. Pomanjkljivost dostave DNA je 
omejen vnos DNA v celice (Wells, 2011). 
 
Za zdravljenje oz. obvladovanje KVČB razvijajo DNA cepivo, ki kodira za IL-4, ki 
favorizira diferenciacijo T celic v Th2 celice. Prvo tako cepivo je bilo osnovano na 
humanem adenovirusu tipa 5 z odprtim ORF mestom, ki kodira za mišji IL-4, študije na 
mišjem modelu kolitisa pa so pokazale protivnetno delovanje. V nadaljnjih raziskavah pa 
so razvili vrsto t.i invazivne L. lactis z pVlac evkariontskim ekspresijskim vektorjem, ki 
kodira za IL-4. pVlac vektor je sestavljen iz evkariontskih genetskih elementov in zato 
omogoča kloniranje in nadaljno ekspresijo želenih genov v gostiteljevi evkariontski celici 
(Guimarães in sod., 2009). Invazivni sev L. lactis je rekombinanten in izraža invazin 
internalin A iz bakterij vrste L. monocytogens in fibronektin vezavni protein A iz bakterij 
vrste S. aureus, zaradi česar je bolj učinkovit pri vstopanju v sesalske celice (de Azevedo 
in sod., 2015). V primerjavi z neinvazivnimi sevi je bakterija uspela dostaviti plazmid v 
dovolj velikih količinah, da je v gostiteljem organizmu potekel prepis gena za IL-4 in nato 
translacija do citokina IL-4. Vse študije so potekale na mišjem modelu (Souza in sod., 
2016). Nekaj primerov uporabe MKB pri dostavi DNA je navedenih v preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Primeri uporabe MKB pri dostavi DNA (Wells, 2011) 
Table 8: LAB as delivery vectors for DNA (Wells, 2011) 
Cilj terapije Dostavljeni gen MKB 
Vnos gena proti modelnemu 
proteinu 
gfp (zeleni fluorescentni protein) L. lactis 
Vnos gena proti modelnemu 
proteinu 
blg (bata-laktoglobulin) L. lactis 
Cepivo proti virusu slinavke in 
parkljevke (FMDV) 
vp1 Lb. acidophilus 
 
2.6 ALTERNATIVNI VEZAVNI PROTEINI 
Kot molekule, ki specifično vežejo določeno tarčo, so se še do nedavnega uporabljala 
predvsem monoklonska protitelesa. Ta poleg visokega stroška zahtevne proizvodnje 
izkazujejo več pomanjkljivosti. Monokloska protitelesa imajo veliko molekulsko maso, 
težje prehajajo membrane, so manj stabilna in zaradi svoje velikosti potencialno tudi 
imunogena. Da bi se izognili tem pomanjkljivostim, raziskovalci razvijajo nosilce, pri 
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katerih je uporabljen samo del Ig molekule (Fab, ScFv) in neimunoglobulinske proteinske 
nosilce (ne IgG), ki niso osnovani na Ig. 
2.6.1 Hipervariabilne regije delov monoklonskih protiteles 
Enega od pomembnejših alternativnih vezavnih proteinov predstavljajo hipervariabilne 
regije delov monoklonskih protiteles (enoverižni variabilni fragment-ScFv »single-chain 
variable fragment«). ScFv konstrukti predstavljajo pomemben premik razvoja stabilnih 
sistemov za ciljano dostavo tarčnih proteinskih ligandov, saj so bistveno bolj obstojni in 
odpornejši na proteolitsko razgradnjo, poleg tega pa ne vstopajo v degradacijske 
mehanizme, ki so posledica konformacijskih nepravilnosti. ScFv predstavljajo stabilne 
enoverižne proteinske fragmente, ki bistveno olajšajo nastanek nativne strukture vezavnih 
mest v izbranem gostitelju. ScFv konstrukte lahko izrazimo kot samostojne enoverižne 
fragmente ali pa jih s pomočjo distančnikov sestavimo v želeno zaporedje lahkih in težkih 
verig z namenom optimizacijo stabilnosti in moči vezave (slika 5A). Primer uspešne 
konstrukcije ScFv proti IL-17A in proti IL-23 je študija, v kateri so z bakteriofagnim 
prikazom pridobili specifični regiji, ki vežeta IL-17A oz. IL-23, in ju v obliki stabilnih 
ScFv fragmentov izrazili v E. coli (Mabry in sod., 2010).  
2.6.2 Neimunoglobulinski (ne-Ig) proteinski nosilci  
To so stabilni enodomenski proteinski nosilni sistemi, ki večinoma ne vsebujejo disulfidnih 
vezi in ne zahtevajo postranslacijskih modifikacij, njihov postopek pridobivanja oz. 
izražanja pa je enostaven. Trenutno je razvitih več kot 140 različnih ne IgG nosilcev, 
veliko pa jih je še v razvoju. Njihova uporaba je zanimava predvsem za področje 
diagnostike in zdravljenja raka ter vnetnih bolezni, kot so KVČB in revmatoidni artritis. 
Veliko ne-Ig  nosilcev se na svoje tarče veže z 1-100 mM afiniteto. Pridobivanje oz. 
priprava ne-Ig nosilcev na  osnovi človeških proteinov dodatno zmanjšuje možnost 
imunogenosti  (Škrlec in sod., 2015). 
2.6.2.1 Finomeri 
Finomeri predstavljajo majhne vezavne proteine, ki izhajajo iz SH3 domene humane Fyn 
tirozinske kinaze (fynomer). S pomočjo bakteriofagnega prikaza lahko na osnovni skelet 
finomera preko distančnika pripnemo specifični afinitetni peptid proti tarčnemu proteinu 
(Slika 5: Strukture hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles (A), finomera (B) in 
adnektina (C) 5B). Kot primer razvoja finomera lahko navedemo konstrukt proti IL-17A, s 
katerim so uspeli tako v »in vitro« kot tudi »in vivo« poskusih (na mišjem modelu) uspešno 
(z veliko afiniteto) vezati provnetni IL-17A (Silacci in sod., 2014). 
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2.6.2.2 Adnektini 
Alternativni stabilni proteinski nosilec poleg finomerov predstavljajo tudi adnektini, ki 
izhajajo iz desete domene humanega fibronektina tipa III in predstavljajo strukturno enega 
od najstabilnejših prostorskih struktur. S pomočjo tehnologije, ki vključuje vgradnjo 
alanina na vsako mesto v aminokislinskem zaporedju, so dokazali veliko konformacijsko 
variabilnost, ki vseeno omogoča nastanek stabilnega kompleksa (slika 5C). Tako so razvili 
specifične adnektine proti receptorju rastnega dejavnika (EGFR) in proti citokinu IL-23. 
IL-23 vezavni adnektin se selektivno veže na p19 podento receptorja za IL-23 in tako 
selektivno blokira delovanje IL-23 (ne pa tudi IL-12) (Ramamurthy in sod., 2012). Na ta 
način zavira le Th17 imunski odziv, ne pa tudi Th1 imunskega odziva, s čimer se razlikuje 
od ustekinumaba, ki se veže na podenoto p40, ki je skupna citokinoma IL-12 in IL-23. 
 
Slika 5: Strukture hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles (A), finomera (B) in adnektina (C) 
Figure 5: Structures of ScFV (A), Fynomer (B) and Adnectine (C) 
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3 NAMEN IN RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
3.1 NAMEN DOKTORSKE NALOGE 
Namen doktorske naloge je bil pripraviti MKB z na površini predstavljenimi vezalci 
citokinov, ki bi v pogojih prebavnega trakta lokalno vezali provnetna citokina IL-17A in 
IL-23, ki sta med poglavitnimi mediatorji patologije KVČB. S takšnim pristopom bi se 
izognili neželenim učinkom sistemsko delujočih zdravil. Poleg tega smo zaradi slabše 
sprejemljivosti GSO želeli pripraviti nerekombinantne bakterije, ki bi imele na svojo 
površino vezane rekombinantno pridobljene citokin-vezavne fuzijske proteine.  
3.2 DELOVNE  HIPOTEZE 
V okviru doktorske naloge smo postavili štiri raziskovalne hipoteze: 
 
Osnovna hipoteza 
Predpostavljamo, da bomo pripravili vsaj en rekombinantni laktokokni sev, ki bo na svoji 
površini stabilno izražal hipervariabilni del monoklonskega protitelesa z afiniteto do IL-17 
ali IL-23. 
 
Prva izpeljana hipoteza 
Predpostavljamo, da bo rekombinantni laktokokni sev »in vitro« vezal IL-17 oziroma IL-
23. 
 
Druga izpeljana hipoteza 
Predpostavljamo, da bomo v pogojih »in vitro« dosegli stabilnost na prebavni sok, ki bo 
vseboval standardno mešanico proteaz, pufrov ter ostalih encimov. 
 
Tretja izpeljana hipoteza 
Predpostavljamo tudi, da bo izbran probiotični sev uspešno vezal IL-17 ali IL-23 iz 
supernatanta, pridobljenega po centrifugiranju primarnih bioptov, kirurško pridobljenih v 
procesu biopsije. 
 
V procesu izdelave doktorske naloge smo v večini dela sledili namenu osnovne hipoteze. 
Tako smo poskušali s sodobnimi metodami rekombinantne tehnologije DNA pripraviti 
rekombinantni laktokokni sev, ki bi  »in vitro« vezal IL-17 oziroma IL-23, pri tem smo 
uporabili rekombinantni lakotokokni sistem za izražanje v notranjosti in na površini. Moč 
vezave na površini nam ni uspelo potrditi, zato smo v okviru še vedno obstoječe osnovne 
hipoteze z namenom izboljšanja vezave provnetnih citokinov uporabili 
neimunoglobulinska ogrodja (vezalce) namesto hipervariabilnega dela monoklonskega 
protitelesa, osnovni načrtovani sistem pa je ostal nespremenjen.  
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Potrdili smo tudi prvo in drugo ter delno tudi tretjo izpeljano hipotezo, saj smo pridobili 
kirurško pridobljene biopte in jim uspešno izmerili koncentracije provnetnih citokinov. 
Zaradi pomanjkanja vzorcev pa nismo uspeli testirati vezave provnetnih citokinov iz 
bioptov na izbrane rekombinantne in nerekombinante MKB. 
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4 MATERIALI IN METODE 
4.1 POTEK DELA  
 
 
Slika 6 se nadaljuje 
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Nadaljevanje slike 6 
 
Slika 6: Potek dela 
Figure 6: Workflow 
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4.2 MATERIALI 
4.2.1 Bakterijske kulture 
V eksperimentalnem delu smo uporabljali tri bakterijske kulture: 
 
E. coli: DH5α (Invitrogen) 
Genotip:  
F- φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA 
supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 
DH5α kompetentne celice smo uporabili za namnožitev plazmidov z vstavljenim genom 
oz. za prekloniranje genov. 
 
L. lactis: NZ9000 
Genotip: MG1363 nisRK pepN 
NZ9000 je standardni gostiteljski sev za z nizinom regulirano izražanje genov (NICE®). 
Sev vsebuje regulatorna gena nisR in nisK, ki sta integrirana v gen pepN.  
 
NZ9000 smo uporabili za namnožitev plazmidov z vstavljenim genom za izbrane proteine 
v L. lactis, za izražanje rekombinantnih proteinov ter za predstavitev izbranih proteinov na 
površini L. lactis. 
 
Lb. salivarius ATCC 11741 in Lb. plantarum ATCC 8014 smo uporabili za oblaganje s 
citokin vezavnimi fuzijskimi proteini. 
4.2.2 Plazmidi 
Pri pripravi genskih konstruktov za predstavitev izbranih površinskih proteinov in 
njihovem izražanju smo uporabili plazmide opisane v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Uporabljeni plazmidi 
Table 9: Plasmids used in experimental work 
 
Plazmid Opis plazmida 
pNZ8148 kloramfenikolna rezistenca, nizinski promotor (NIZO) 
pNZ-1733LH pNZ8148 z genom 1733LH 
pNZ-1733HL pNZ8148 z genom 1733HL 
pNZ-2350LH pNZ8148 z genom 2350LH 
pGEM-T Easy ampicilinska rezistenca, vektor za kloniranje PCR produktov 
pGEM-1733LH pGEM-T Easy z genom 1733LH 
pGEM-1733HL pGEM-T Easy z genom 1733HL 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice  9  
Plazmid Opis plazmida 
pGEM-2350LH pGEM-T Easy z genom 2350LH 
pJET-1733HH pJET z genom 1733HH 
pJET-1733HL pJET z genom 1733HL 
pJET-2350HH pJET z genom 2350HH 
pJET-1733LH-BamHI pJET z genom 1733LH z BamHI in EcoRI 
pJET-1733HL-BamHI pJET z genom 1733HL z BamHI in EcoRI 
pJET-2350LH-BamHI pJET z genom 2350LH z BamHI in EcoRI 
pSD-2350LH-BamHI pSDLBA3b z 2350LH namesto b-dom 
pSD-1733LH-BamHI pSDLBA3b z 1733LH namesto b-dom 
pSD-1733HL-BamHI pSDLBA3b z 1733HL namesto b-dom 
pSD-2350LH-BamHI pSDLBA3b z 2350LH namesto b-dom 
pSDLBA3b pNZ8148 s fuzijo genov spUsp-LEIS, b-dom in acmA3b (Ravnikar in 
sod., 2010) 
pSD-TNF pSDLBA3b z z-tnf namesto b-dom (Ravnikar in sod., 2010) 
pSD-FYN17-H6 pSDLBA3b s FIN17-His6 namesto b-dom  
pSD-ADN23-H6 pSDLBA3b z ADN23-His6 namesto b-dom 
pSD-ADN23 pSDLBA3b z ADN23 namesto of b-dom 
pGH::ADN23-H6_FIN17-H6 pGH z genoma ADN23-His6 in FIN17-His6 
pGEM::ADN23 pGEM-T Easy z genom ADN23 
pGEM::ADN23-H6 pGEM-T Easy z genom ADN23-His6 
pGEM::FIN17-H6 pGEM-T Easy z genom FIN17-His6 
  
 
4.2.2.1 pGEM-T Easy Vector 
pGEM je odprt plazmid, ki ima na obeh 3' koncih dodan timidin, ki onemogoča zapiranje 
plazmida samega vase in omogoča prileganje koncem PCR produktov nekaterih 
termostabilnih polimeraz, ki na 5' koncu dodajo adenin. S tem se uspešnost ligacije PCR 
produktov v plazmid močno izboljša. Plazmid vsebuje tudi gen za β-galaktozidazo (lacZ), 
ki omogoča identifikacijo transformiranih klonov z modro-belim testom in gen za β-
laktamazo, ki omogoča selekcijo na osnovi rezistence na ampicilin  (slika 7). 
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Slika 7: pGEM-T Easy Vector 
Plazmid vsebuje: T7 iniciacijsko mesto za T7 RNA polimerazo, SP6 iniciacijsko mesto za SP6 RNA 
polimerazo, gen za β-galaktozidazo lacZ, prekinjen z MCS in gen za beta-laktamazo Ampr. 
Figure 7: pGEM-T Easy Vector 
4.2.2.2 pJET1.2/blunt 
pJet1.2/Blunt je pogosto uporabljen gostiteljski plazmid za kloniranje v bakteriji E. coli. 
Omogoča vključitev produktov PCR, velikih do 10 kb. V kitu je dostopen v linearni obliki, 
kar kloniranje dodatno olajša.  
Mesto, kjer pride do vključitve PCR produkta, leži znotraj gena eco47IR, ki kodira za E. 
coli smrtonosni protein. Ta gen se ob uspešni vključitvi fragmenta prekine in omogoči 
preživetje uspešno transformiranim bakterijam. Poleg tega pJET vsebuje tudi zapis za β-
laktamazo (bla(Apr)), ki omogoča rezistenco na antibiotik ampicilin in selekcijo uspešno 
transformiranih bakterij (slika 8). 
 
Slika 8: pJET1.2/blunt 
Na sliki plazmida je prikazan del plazmida, kjer pride do naleganja oligonukleotidnih začetnikov in 
vstavitve DNA s topimi konci. Plazmid vsebuje: ORI (mesto podvajanja), MCS (multiplo mesto za 
kloniranje/ poliklonsko mesto), T7 (T7 iniciacijsko mesto za T7 RNA polimerazo), eco47IR (gen za E. 
coli smrtonosni protein), bla(Apr) (gen za beta-laktamazo).  
Figure 8: pJET1.2/blunt 
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4.2.2.3 pNZ8148 
pNZ8148 je pogosto uporabljen gostiteljski plazmid v bakterijskem sevu L. lactis NZ9000, 
ki omogoča izražanje heterolognih proteinov v notranjosti MKB. Plazmid vsebuje nizinski 
promotor A (Pnis), multiplo mesto za kloniranje (MCS), terminator transkripcije (T), 
replikacijski gen C (repC), replikacijski gen A (repA), ter gen za kloramfenikol 
acetiltransferazo (Cm), ki omogoča selekcijo transformiranih bakterij na osnovi rezistence 





Slika 9: pNZ8148 
Plazmid vsebuje: MCS (multiplo mesto za kloniranje), Pnis (nizinski promotor), T (transkripcijski 
terminator), Cm (gen za kloramfenikol acetiltransferazo), repC (replikacijski gen C) in repA 
(replikacijski gen A). 
Figure 9: pNZ8148 
4.2.2.4 pSDLBA3b 
pSDLBA3b je plazmid, ki omogoča predstavitev heterolognih proteinov na površini MKB 
seva L. lactis NZ9000. Plazmid pSDLBA3b (slika 10) vsebuje: nizinski promotor (Pnis), 
ki omogoča prekomerno izražanje heterolognih proteinov, signalni peptid za izločanje v 
gojišče (Usp45), B domeno stafilokoknega proteina A, ki je sposobna vezave IgG-Fc, 
regijo za pritrditev na površino (AcmA), gen za kloramfenikol acetiltransferazo (cm), ki 
omogoča selekcijo uspešno transformiranih bakterij na osnovi rezistence na 
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Slika 10: pSDLBA3b 
Plazmid vsebuje: Pnis (nizinski A promotor), Usp45 (signalni peptid z izločanje proteinov v gojišče), 
Bdom (B domeno stafilokoknega proteina A, ki je sposobna vezave IgG-Fc, regijo za pritrditev na 
površino AcmA, Cm (gen za kloramfenikol acetiltransferazo), repC (replikacijski gen C) ter repA 
(replikacijski gen A). 
Figure 10: pSDLBA3b 
 
4.2.3 Oligonukleotidni začetniki 
Vsi oligonukleotidni začetniki, uporabljeni pri pripravi želenih konstruktov, so zbrani v 
preglednici 10. Pri njihovem oblikovanju smo upoštevali, da oligonukleotidni začetnik ne 
sme biti daljši od 30 ali krajši od 20 baznih parov (bp), kar omogoča specifično vezavo, 
talilno temperaturo (Tm) med 52-65°C in delež gvanina/citozina med 40-60%. Znotraj 
oligonukleotidnih začetnikov ne sme biti stabilnih sekundarnih struktur. 
Ustreznost oligonukleotidnih začetnikov smo preverili s programom OligoAnalyzer, ki je 
prosto dostopen na spletu. Oligonukleotidi so bili naročeni pri Integrated DNA 
Technologies (Belgija). Vsi začetni oligonukleotidi so bili raztopljeni v koncentraciji 100 
µM in nato razredčeni na 5 µM (preglednica 10). 
 
Preglednica 10: Oligonukleotidi začetniki uporabljeni v eksperimentalnem delu 
Table 10: Primers used in experimental work 
Oznaka   
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Nadaljevanje preglednice 10 
Oznaka   





















Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali encime, ki jih prikazuje preglednica 11.  
 
Preglednica 11: Encimi uporabljeni v eksperimentalnem delu 
Table 11: Enzymes used in experimental work 
Encim Proizvajalec 
NcoI  New England BioLabs 
XbaI  New England BioLabs 
BamHI-HF  New England BioLabs 
EcoRI-HF  New England BioLabs 
XhoI New England BioLabs 
KpnI New England BioLabs 
SacI New England BioLabs 
lizocim (za razgradnjo celične stene L. lactis) Sigma 
mutanolizin (za razgradnjo celične stene L. lactis) Sigma 
tripsin Promega 
DreamTaq Green DNK polimeraza (za PCR) Fermentas 
T4 DNK ligaza Fermentas 
Phusion Hot start polimeraza II Termofisher 
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4.2.5 Kemikalije 
Kemikalije uporabljene pri eksperimentalnem delu in njihove proizvajalce prikazuje 
preglednica 12. 
 
Preglednica 12:Kemikalije uporabljene pri eksperimentalnem delu 
Table 12: Chemicals used in experimental work 
Kemikalija Proizvajalec 
dATP, dCTP, dGTP, dTTP Promega 
10x ligacijski pufer New England Biolabs 
agaroza Sigma 
SYBR barvilo Invitrogen 
10x DreamTaq Green pufer Fermentas 
6x nanašalna raztopina za elektroforezo (Loading Dye Solution) Fermentas  
pufer za NcoI, EcoRI-HF, BamHI-HF (NEBuffer 4)  New England Biolabs 
pufer za XbaI (NEBuffer 2)  New England Biolabs 
BSA (10 mg/mL) New England Biolabs 
označevalec velikosti 100 bp  
(GeneRuler™ 100bp DNA Ladder) 
Fermentas 
označevalec velikosti 1000 bp  
(GeneRuler™ 1kb DNA Ladder)  
Fermentas 
označevalec velikosti za NaDS PAGE (PageRuler™ Plus Prestained 
Protein Ladder) 
Fermentas 
Coomassie Brilliant Blue Amersham 
akrilamid Merck 
amonijev persulfat Sigma 
TEMED (N,N,N,N-tetrametiletilendiamin) Merck 
1-butanol Merck 
4x NaDS nanašalni pufer  
DTT Fermentas 
DPBS Invitrogen 
mravljična kislina Carlo Erba 
HCl (37 %) za pripravo 1M raztopine Merck 
TRIS Serva 
etanol 96 % (v/v) Carlo Erba 
glicerol 100 % (v/v) Carlo Erba 
glicin  Serva  
glukoza monohidrat Fluka 
saharoza Serva 
metanol  Sigma Aldrich 
NaDS  Sigma 
EDTA Serva 
ampicilin  Sigma 
kloramfenikol Sigma 
nizin Fluka 
Tween 20 Serva  
2x ligacijski pufer (2x Rapid Ligation Buffer) Promega 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 12  
Kemikalija Proizvajalec 
Nucleo spin® Plasmid DNA Purification  
raztopina za resuspendiranje celic  
(Resuspension Buffer A1) 
raztopina za lizo celične stene  
(Lysis Buffer A2) 
raztopina za nevtralizacijo (Neutralisation Buffer A3) 
raztopina za spiranje kolone (Wash Buffer A4) 
raztopina za eluiranje (Elution Buffer AE) 
Macherey-Nagel 
Nucleo spin ® PCR Clean-Up, Gel extraction  
raztopina za vezavo na membrano (Binding Buffer NTI) 
raztopina za spiranje kolone (Wash Buffer NT3) 
raztopina za eluiranje (Elution Buffer NE) 
Macherey-Nagel 
blokirna raztopina; nemastno mleko v prahu Pomurske mlekarne, Slovenija 
Lumi-Light Enhancer Solution Roche 
Lumi-Light Stable Peroxide Solution Roche 
kunčja poliklonska protitelesa proti 6X His tag® (FITC) (ab1206) Abcam 
s hrenovo peroksidazo označena antikunčja IgG-HRP protitelesa Roche, Dianova 
LPS (lipopolisaharid) Invitrogen 
 
4.2.6 Gojišča in raztopine 
Sestavo in pripravo raztopin in gojišč, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem 
delu, prikazuje preglednica 13. 
 
Preglednica 13: Raztopine in gojišča uporabljena pri eksperimentalnem delu 
Table 13: Solutions and growth media used in experimental work 
LB, LBA tekoče gojišče LB, LBA trdno gojišče 
5 g/L kvasni ekstrakt 
10 g/L kazeinski hidrolizat 
10 g/L NaCl 
z 0,1 M NaOH uravnamo do pH=7,5 in 
avtoklaviramo. Za LBA gojišče dodamo ampicilin 
po ohlajanju do končne koncentracije 100 μg/mL. 
Za trdno LB/LBA gojišče dodamo 15 g/L 
agarja, 
avtoklaviramo, ohladimo in vlijemo v petrijevke. 
Pri LBA gojišču še dodamo ampicilin do končne 
koncentracije 100 μg/mL. 
M-17 tekoče gojišče GM-17C10 trdno gojišče 
5 g/L pepton iz kazeina 
5 g/L sojin pepton 
5 g/L laktoza 
5 g/L goveji ekstrakt 
2,5 g/L kvasni ekstrakt 
0,5 g/L askorbinska kislina 
0,25 g/L magnezijev sulfat 







42,5 g/L M-17 
0,5 % glukoza 
10 µg/mL kloramfenikol 
Glukozo in antibiotik dodamo po avtoklaviranju 
in ohlajanju na 45 °C, nato gojišče zlijemo v 
sterilne petrijevke. 
   Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 13  
SGM-17 z glicinom 0,5 M saharoza z 10 % glicerolom 
M-17 
0,5 % glukoza 
0,5 M saharoza 
3 % glicin 
sterilno prefiltriramo v brezprašni komori 
50 mL 1 M saharoza 
50 mL 20 % glicerol 
20 % glicerol avtoklaviramo in dodamo sterilno 
prefiltrirani 1 M glukozi 
Zmes dNTP 10X TAE pufer 
5 µL dATP 
5 µL dCTP 
5 µL dGTP 
5 µL dTTP 
380 µL dH2O 
 
 
48,4 g Tris 
11,4 mL ledocetna kislina 
40 mL EDTA (0,5 M) 
dopolnimo z dH2O do 1000 mL 
10X NaDS pufer 10X WB pufer 
29 g Tris 
144 g glicin 
10 g NaDS 
dopolnimo z dH2O do 1 L 
29 g Tris 
144 g glicin 
dopolnimo z dH2O do 1 L 
1X NaDS pufer Pufer za prenos 
 
100 mL 10X NaDS pufer 
dopolnimo z dH2O do 1 L 
 
100 mL 10X WB pufer 
200 mL metanol 
3,75 mL 10 % (m/v) NaDS 
dopolnimo z dH2O do 1 L 
TBS TBST 
6,05 g Tris 
8,76 g NaCl 
800 mL dH2O 
uravnamo pH=7,5 z 1M HCl, dopolnimo z dH2O 
do 
1 L 
1 mL Tween 20 
dodamo v 1 L TBS 
 0,5 % blokirna raztopina 
 5 mL TBS 
5 mL 1 % blokirna raztopina 
Raztopina protiteles proti His6 (FITC) Raztopina protiteles proti His6 (HRP) 
5 µL protiteles 
5 mL 0,5 % blokirna raztopina 
1,5 µL protiteles 
5 mL 0,5 % blokirna raztopina 
 Raztopina sekundarnih protiteles (HRP) 
5 µL protiteles 
5 mL 0,5 % blokirna raztopina 
1 µL protiteles 
10 mL 0,5 % blokirna raztopina 
Lumi-Light substrat za detekcijo po prenosu TBS+ 
2,5 mL Lumi-Light Enhancer Solution 
2,5 mL Lumi-Light Stable Peroxide Solution 
50 mM TrisHCl 
1 M NaCl 
0,1 % SDS 
uravnamo pH=7,5 z 1 M HCl 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 13  
Raztopina Coomassie Brilliant Blue  
500 μL ocetne kislina 






20 mL metanola 
dopolnimo z dH2O do 50 mL 
  
 
30 % razbarvalna raztopina 10 % razbarvalna raztopina 
400 mL teh. etanol 
100 mL ocetna kislina 
500 mL dH2O 
140 mL teh. etanol 
50 mL ocetna kislina 
810 mL dH2O 
Razt pina za fiksiranje Srebrova raztopina 
50 ml etanola 
12 ml ocetne kisline 
50 µl 37 % (V/V) HCHO 
ddH2O do 100 ml 
200 mg AgNO3 
50 µl 37 % (V/V) 
HCHO 
ddH2O do 100 ml 
Razvijalna raztopina Inkubacijski pufer 
6 g Na2CO3 
50 µl 37 % (V/V) HCHO 
2 ml raztopine 0,02 % Na2S2O4 




PBS pH 7.4 2% BSA 
8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,78 g Na2HPO4 x 2H2O 
0,24 g KH2PO4 
ddH2O do 1 L 
2 g BSA 
do 100 mL PBS 
Pufer za spiranje 2M H2SO4 
PBS, 0,05% Tween 5,567 mL koncentrirane H2SO4 
do 50 mL z dH2O 
Substratni pufer pH 6.0 Pufer za spiranje pH 7.0 
6,71 g Na2HPO4 x 2H2O 
2,552 g citronske kisline 
dH2O do 250 mL 
50 mM NaH2PO4 
 300 mM NaCl 
Fosfatni pufer pH 7.5 Elucijski pufer pH 5.0 
58 mM Na2HPO4 
17 mM NaH2PO4 
 68 mM NaCl 
 pH se z NaOH uravna na 7.5 
300 mM NaCl 
CH3COONa 
 
Elucijski pufer pH 7.0 RPMI 1640 GlutaMAX 
50 mM Na2HPO4 
300 mM NaCl 
150 mM Imidazol 
500 mL gojišča dodamo 5 mL mešanice 
streptomicina in penicilina, ki vsebuje 5000 U/mL 
streptomicina in 5000 µg/mL penicilina in 50 mL 
deaktiviranega telečjega seruma 
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4.2.7 Laboratorijska oprema in ostali materiali 
Laboratorijsko opremo in ostale materiale uporabljene pri praktičnem delu prikazuje 
preglednica 14. 
 
Preglednica 14: Laboratorijski materiali in oprema uporabljena uporabljena pri eksperimentalnem 
delu 
Table 14: Laboratory materials and equipment used. 
Oprema Proizvajalec oz.tip 
centrifuge Eppendorf 5415C, Eppendorf 5417C, Eppendorf 
5415R, LC-321, SorvallRC5C PLUS 
tehtnica  
avtoklav  1925X All American 
aparatura za gelsko elektroforezo  Mini-Protean II, BioRad 
aparatura za NaDS page in prenos na membrano Mini-Protean II, BioRad 
aparatura za PCR  2720 Thermal Cycler, Applied Biosystem 
mikrovalovna pečica Zannusi 
termoblok  ThermoShaker, Biometra 
magnetno mešalo  Rotamix SHP-10 
konično mešalo (vortex)  Vibromix 10 
stresalnik  Vibromix 31 
inkubator (30 °C)  Memmert 
inkubator (37°C)  Binder 
inkubator-stresalnik  Certomat HK, Sartorius 
brezprašna komora  Labcaire 
spektrofotometer za merjenje koncentracije DNA  ND 1000, NanoDrop 
pipete  Eppendorf 
spektrofotometer Lambda Bio +, PerkinElmer 
aparatura za elektroporacijo  Gene Pulser II apparatus, Biorad 
ultrazvočni razbijalec celic  UP200S, Hielscher 
pretočni citometer  BD FACSCalibur, Becton Dickinson Inc 
pH meter  SevenEasy, Mettler Toledo 
digestorij  Wesemann 
vakuumski koncentrator  Speed Vac SV C100H 
naprava za fluorescenčno slikanje Typhoon 9410, GE Healthcare 
termični tiskalnik  P90, Mitsubishi 
aparatura za slikanje gelov  UVItec 
Kadičke za elektroforezo  BioRad 
PVDF membrana  Immobilon-P, Millipore 
Nitrocelulozna membrana  
0,2 µm filtri Minisart, Sartorius Stedim 
naprava za reverzno osmozo (za demineralizirano vodo) Milli-Q R6 
ultrafilter Amicon 
čitalec mikrotitrskih plošč Infinite M1000, Tecan 
ChemiDocMP Biorad 
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4.3 METODE 
4.3.1 Priprava genskega konstrukta  
Na osnovi literaturnih podatkov smo pridobili aminokislinsko zaporedje izbranih 
neimunoglobulinskih ogrodij ter jih s pomočjo računalniškega programa Gena Designer 
prevedli v nukleotidno zaporedje, ob tem pa smo upoštevali optimalni genski kod za 
bakterijsko vrsto Lactococcus lactis. Dobljeno nukleotidno zaporedje je služilo za naročilo 
sinteznih genskih konstruktov, pri čemer smo začetna in končna zaporedja prilagodili z 
namenom nadaljnjega kloniranja (uvedba novih restrikcijskih mest, distančnikov, 
histidinskih oznak). 
4.3.2 Transformacija kompetentnih celic E. coli (DH5α) 
Pridobljene sintezne genske konstrukte smo preklonirali v izbrane plazmide. V prvi fazi 
smo uporabili plazmide za vnos v E. coli, kjer smo želene genske konstrukte namnožili ter 
preverili njihovo nukleotidno zaporedje. Transformacijo kompetentnih celic E. coli smo 
izvedli s toplotnim šokom, pri katerem membrana E. coli postane prepustnejša in plazmid 
lahko preide v celico.  
 
Izvedba: Kompetentne celice smo odtalili na ledu, ker so shranjene na -80 °C. Po odtalitvi 
smo 50 µL kompetentnih celic dodali 1 µL plazmida in inkubirali 30 minut na ledu. Nato 
smo opravili toplotni šok v vodni kopeli s temperaturo 42 °C, kamor smo za 45 s prestavili 
mikrocentrifugirke. Po toplotnem šoku smo mikrocentrifugirke prenesli za 2 min na led. 
Celicam smo nato dodali 950 µL tekočega gojišča LB brez antibiotika in stresali 1 h v 
stresalniku na 37 °C. Po stresanju smo 100 µL nekoncentrirane transformacijske mešanice 
razmazali na LBA ploščo, preostalo mešanico pa s pomočjo centrifugiranja skoncentrirali 
in razmazali na drugo LBA ploščo. Plošče smo inkubirali čez noč v inkubatorju na 37 °C. 
4.3.3 Priprava prekonočnih kultur 
Prekonočne kulture smo pripravili z namenom namnožitve bakterij za nadaljnjo uporabo.  
 
Izvedba: 
V steklene avtoklavirane epruvete z zamaški smo v aseptičnih pogojih odpipetirali 5 
mL gojišča (LB za E. coli, GM-17 za L. lactis). V LB gojišče smo dodali 1 µL/mL 
ampicilina, v GM-17 gojišče pa 0,4 µL/mL kloramfenikola. Bakterije smo prenesli v 
gojišče s sterilnim zobotrebcem. Prekonočne kulture E. coli smo nato inkubirali čez noč na 
37 °C s stresanjem, kulture L. lactis pa na 30 °C brez stresanja. 
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4.3.4 Izolacija plazmidne DNA  
Izolacijo plazmidne DNA iz E. coli in L. lactis smo izvedli s kompletom reagentov 
NucleoSpin® Plasmid DNA Purification. Kadar smo DNA izolirali iz bakterij seva L. 
lactis NZ9000, smo zaradi večje debeline celične stene to predhodno razgradili z 
lizocimom in mutanolizinom. 
 
Izvedba: 
V mikrocentrifugirko smo prelili 5 mL prekonočne kulture in jo centrifugirali na 11000 
g 10 minut. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in nato v primeru E. coli dodali 250 
µL raztopine za resuspendiranje, pri L. lactis pa 200 µL raztopine za resuspendiranje (A1), 
40 µL lizocima in 1 µL mutanolizina. Suspenzijo L. lactis smo n a t o inkubirali na 37 
°C s stresanjem 30 minut. Po tem koraku je potekala izolacija DNA po protokolu 
NucleoSpin® Plasmid DNA Purification (Isolation of high-copy plasmid DNA from E. 
coli), enako za E. coli in L. lactis. V mikrocentrifugirke smo dodali 250 µL raztopine za 
lizo celične stene (A2), nežno premešali in inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. Nato 
smo dodali še 300 µL raztopine za nevtralizacijo (A3), spet nežno premešali, nato pa 
centrifugirali na 11000 g 5 min oz. do zbistritve supernatanta. Bistri supernatant smo 
prenesli na kolono in centrifugirali pri 11000 g 1 minuto, pri čemer je prišlo do vezave 
plazmidne DNA na kolono. Kolono smo nato sprali s 600 µL raztopine za spiranje z 
dodanim etanolom (A4). Po spiranju smo odprte kolone centrifugirali 2 min, da smo 
odstranili čim več etanola. Na koncu smo kolono prenesli v mikrocentrifugirko, vanjo 
dodali 80 µL deminearlizirane vode, predhodno segrete na 70°C, nato pa s 
centrifugiranjem na 11000 g eluirali DNA. Z Nano Drop spektrofotometrom smo nato 
izmerili koncentracijo DNA. 
4.3.5 Določanje nukleotidnega zaporedja plazmidne DNA 
Vzorce izolirane plazmidne DNA smo na določitev nukleotidnega zaporedja poslali 
podjetju GATC (Nemčija). Rezultate sekvenc smo analizirali s programom ClustalW, ki je 
prosto dostopen na spletu. 
4.3.6 Cepitev DNA s pomočjo restrikcijskih encimov 
DNA smo na točno določenih mestih cepili z restrikcijskimi encimi. V 
mikrocentrifugirkah smo pripravili restrikcijske mešanice za izrez želenega gena, ali pa za 
razrez želenega plazmida. Tako smo ustvarili komplementarne lepljive konce, ki smo jih 
nato lahko medsebojno ligirali. Sestavo restrikcijskih mešanic za pripravo plazmidov z 
vstavljenimi geni za izražanje v L. lactis NZ9000 ali na njegovi površini prikazujejo 
preglednice 15, 16 in 17. 
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Preglednica 15: Menjava nukleotidnega zaporedja za lahko in težko verigo 
Table 15: Changing the sequence of light and heavy chain 
Izrez gena, ki 
kodira za lahko 
verigo 1733 
Izrez gena, ki 
kodira za lahko 
verigo 2350 
Izrez gena, ki 
kodira za težko 
verigo 1733 
Izrez gena, ki 










1 µL NcoI 1 µL NcoI 1 µL KpnI 1 µL KpnI 
1 µL XhoI 1 µL XhoI 1 µL SacI 1 µL SacI 
3 µL NEB4 3 µL NEB4 3 µL NEB1 3 µL NEB1 
0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 
17,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 
=30 µL =30 µL =30 µL =30 µL 
 
Preglednica 16: Prekloniranje pridobljenih genskih konstruktov v plazmid pNZ8148 
Table 16: Cloning of gentic constructs into plasmid pNZ8148 
Izrez gena za 
1733 LH 
Izrez gena za 
1733 HL 










15 µL pNZ8148 
1 µL NcoI 1 µL NcoI 1 µL NcoI 1 µL NcoI 
1 µL XbaI 1 µL XbaI 1 µL XbaI 1 µL XbaI 
3 µL NEB2 3 µL NEB2 3 µL NEB2 3 µL NEB2 
0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 
17,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 9,7 µL dH2O 
=30 µL =30 µL =30 µL =30 µL 
 
Preglednica 17:Prekloniranje v plazmid za površinsko predstavitev pSDLBA3b 
Table 17: Cloning into surface display plasmid pSDLBA3b 
Izrez gena za 
1733 LH 
Izrez gena za 
1733 HL 





















1 µL BamHI 1 µL BamHI 1 µL BamHI 1 µL BamHI 1 µL BamHI 1 µL BamHI 
1 µL EcoRI 1 µL EcoRI 1 µL EcoRI 1 µL EcoRI 1 µL EcoRI 1 µL EcoRI 
3 µL NEB4 3 µL NEB4 3 µL NEB4 3 µL NEB4 3 µL NEB4 3 µL NEB4 
0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 0,3 µL BSA 
9,7 µL dH2O 9,7 µL dH2O 9,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 17,7 µL dH2O 9,7 µL dH2O 
=30 µL =30 µL =30 µL =30 µL =30 µL =30 µL 
 
Koncentracija uporabljenih restirkcijsih encimov je bila 20.000 UI/mL (BamHI, EcoRI, 
SacI) ali 10.000 UI/mL (NcoI). Mikrocentrifugirke z restrikcijskimi mešanicami smo 
stresali v termobloku na 37 °C 2,5 uri.  
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4.3.7 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je enostavna in učinkovita metoda ločevanja molekul DNA 
različnih velikosti. Agaroza je linearen polisaharid, ki je topen v vročem pufru, pri 
ohlajanju pa polimerizira in tvori gel. Hitrost potovanja negativno nabite molekule DNA 
proti pozitivno nabiti elektrodi anodi je odvisna od njene velikosti in stopnje zamreženosti 
gela ter jakosti električnega polja. Za ustrezen prikaz rezultatov ločevanja smo uporabili 
barvilo SYBR Safe, ki je mnogo manj toksično in mutageno kot etidijev bromid, ima pa 
podobno občutljivost. Za določanje velikosti fragmentov smo uporabili 100 bp in 1 kb 
označevalec velikosti. 
 
Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za ločitev PCR produktov, produktov 
restrikcije in produktov PCR na kolonijah. 
 
Izvedba: 
Najprej smo sestavili kadičko za vlivanje gela in vstavili ustrezne glavničke. Glede na 
pričakovano velikost produktov smo natehtali primerno količino agaroze za pripravo 1,5% 
ali 1% agaroznega gela, ki smo jo z večkratnim segrevanjem v mikrovalovni pečici 
raztopili v TAE pufru. Ko se je raztopina ohladila do 50°C, smo dodali 1 µL SYBR Safe 
barvila na 10 mL gela, premešali in vlili v ogrodje. Ko se je gel strdil, smo ga zalili s TAE 
pufrom nato pa v nastale žepke nanesli ustrezne količine vzorcev (odvisno od velikosti 
žepka) in 1 µL označevalca velikosti (zmešan z 2 µL nanašalnega pufra in 9 µL dH2O), ki 
nam je omogočal določitev velikosti fragmentov. Gel smo nato pokrili s pokrovom in 
elektrode priklopili na vir napetosti. Večje gele smo priključili na 120 V, manjše pa na 92 
V. Po končani elektroforezi smo rezultate pregledali pod UV lučjo na UV 
transiluminatorju, kjer smo gel lahko tudi slikali ter sliko shranili. Produkte PCR in 
restrikcije smo izrezali pod UV lučjo, jih prenesli v mikrocentrifugirke in jih nato očistili iz 
gela. 
4.3.8 Čiščenje fragmentov DNA iz gela 
Za čiščenje izrezanih fragmentov DNA iz gela smo uporabili komplet reagentov 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up.  
 
Izvedba: 
Pred čiščenjem smo določili maso izrezanega koščka gela, ki smo mu nato, glede na 
njegovo maso, dodali ustrezno količino raztopine za vezavo na membrano. Nato smo 
inkubirali pri 50 °C s stresanjem približno 10 min, da se je gel popolnoma raztopil. Nastalo 
raztopino smo prenesli na kolono, centrifugirali pri 11000 g 30 sekund, odlili eluat in 
kolono vrnili v zbirno cevko. Sledilo je dvakratno spiranje kolone s 700 µL raztopine za 
spiranje membrane z dodanim etanolom. Po drugem spiranju smo odprte kolone 
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centrifugirali 5 min, da smo odstranili čim več etanola. Na koncu smo kolono prenesli v 
mikrocentrifugirko, vanjo dodali 20 µL deminearlizirane vode predhodno segrete na 70°C 
nato pa s centrifugiranjem na 11000 g eluirali DNA. 
4.3.9 Ligacija izrezanih fragmentov DNA 
Očiščene izrezane fragmente smo ligirali s T4 DNA ligazo, ki poveže lepljive konce 
fragmentov v načrtovan plazmid. Pri načrtovanju ligacijske mešanice smo upoštevali, da 
mora biti razmerje med želenim genom oz. fragmentom, ki ga ligiramo v plazmid, 1:3. Pri 
tem nam je bil v pomoč Gibthonov ligacijski kalkulator, ki je prosto dostopen na spletu. V 
mikrocentrifugirke smo tako napipetirali fragment, plazmid, ligacijski pufer, 1 µL T4 DNA 
ligaze in do 30 µL dopolnili z demineralizirano vodo. Ligacija je potekala 19 h na 16 °C. 
4.3.9.1 Ligacija v plazmid pJET: ligacija PCR produkta s topimi konci 
Produkte PCR lahko enostavno ligiramo v plazmid pJET. Pripravili smo spodaj opisano 
mešanico, jo na kratko vorteksirali, centrifugirali ter inkubirali 30 min pri sobni 
temperaturi. Po potekli inkubaciji smo z ligacijsko mešanico transformirali  E. coli. 
 
Izvedba: 
V mikrocentrifugirkah smo pripravili ligacijske mešanice: 
2 µL PCR produkta očiščenega iz gela 
1 µL pJET plazmida 
10 µL 2x ligacijskega pufra 
6 µL dH2O 
1 µL T4 DNA ligaze  
∑ = 10 µL 
 
4.3.10 Čiščenje ligacijskega produkta pred elektroporacijo 
Pred elektroporacijo smo ligacijske mešanice očistili z uporabo reagentov NucleoSpin 
PCR Clean-Up, Gel extraction. Postopek je bil podoben čiščenju produktov iz gela, le da 
raztapljanje ni bilo potrebno, ampak smo mešanici dodali enak volumen raztopine za 
vezavo na membrano. V nadaljevanju smo sledili navodilom proizvajalca in na koncu 
eluirali plazmidno DNA z 20 µL demineralizirane vode. Pred elektroporacijo smo 
očiščeno ligacijsko mešanico skoncentrirali na vakuumskem koncentratorju do približno 5 
µL. 
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4.3.11 Priprava kompetentnih bakterijskih celic seva L. lactis NZ9000 za 
elektroporacijo 
Vstop DNA v bakterije seva L. lactis NZ9000 zaradi debele celične stene, ki predstavlja 
fizično prepreko, najlažje dosežemo z metodo elektroporacije. Debela celična stena ovira 
tudi sam postopek elektroporacije, zato je potrebno celice predhodno gojiti pod pogoji, s 
katerimi oslabimo celično steno. Visoko uspešnost transformacije dosežemo, če celice 
gojimo v osmotsko stabilnem gojišču z glicinom (Holo in Nes, 1995), pri čemer pridobimo 
kompetentne celice za elektroporacijo. 
 
Izvedba: 
V stekleno epruveto z zamaškom smo odpipetirali 5 ml tekočega gojišča GM-17 in vanjo 
nacepili kulturo NZ9000 ter jo inkubirali prek noči na 30 °C. Naslednji dan smo kulturo 
prenesli v stresalno erlenmajerico in ji dodali 50 ml SGM-17 z dodanim glicinom in prek 
noči (12-16 ur) inkubirali na 30 °C brez stresanja. Tretji dan smo pomerili optično gostoto 
pri 600 nm; ko je ta znašala približno 0,8 smo kulturo prelili v dve veliki centrifugirki in 
centrifugirali 20 min pri 5000 g in 4 °C. Po centrifugiranju smo celice resuspendirali v 400 
mL hladne 0,5 M saharoze z 10 % glicerolom. Nastalo suspenzijo smo prenesli v 50 mL 
centrifugirke in nato centrufugirali 15 min pri 5000 g in 4 °C. Celice smo nato 
resuspendirali v 200 mL 0,5 M saharoze z 10 % glicerolom in 50 mM EDTA ter jih 15 min 
inkubirali na ledu. Nastalo suspenzijo smo nato centrufugirali 15 min pri 5000 g in 4 
°C. Celice smo nato še 1x resuspendirali v 100 mL hladne 0,5 M saharoze z 10 % 
glicerolom in ponovno centrifugirali 15 min pri 5000 g in 4 °C. Kompetentne celice 
smo nato resuspendirali v 4 mL 0,5 M saharoze z 10 % glicerolom, jih alikvotirali po 100 
µL ali 50 µL in zamrznili v etanolu pri -80 °C. 
4.3.12 Elektroporacija kompetentnih celic seva L. lactis NZ9000 
V kompetentne bakterijske celice seva L. lactis NZ9000 smo ligacijske mešanice oz. 
plazmide vstavili z metodo elektroporacije. 
 
Izvedba: 
Kompetentne celice smo odtalili na ledu in jim dodali 5 µL ligacijske mešanice ali 2 µL 
izolirane plazmidne DNA, rahlo premešali s pipeto in prenesli v elektroporacijko kiveto, 
ki smo jo pred tem ohladili na ledu. Kiveto smo nato namestil v elektroporator, na katerem 
smo nastavili napetost 2,0 kV, kapacitanco 25 µF in upornost 200 Ω. Takoj po sprožitvi 
pulza smo v kiveto dodali 1 mL gojišča SGM17+MgCl2+CaCl2, premešali in prenesli v 
mikrocentrifugirko ter inkubirali dve uri na 30 °C brez stresanja. Po inkubaciji smo 100 
µL mešanice celic razmazali po plošči s trdnim gojiščem GM-17C10. Preostali del smo 
centrifugirali 2 min na 5000 RPM, odstranili 800 µL supernatanta in preostali del 
resuspendirali. Tako skoncentriran del elektroporacijske mešanice smo prav tako 
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razmazali na plošče s trdnim gojiščem GM-17C10. Plošče smo inkubirali 2 dni na 30 °C 
in nato uspešnost transformacije preverili s PCR na osnovi kolonije, pripravili prekonočne 
kulture ali izolirali plazmidno DNA in določili nukleotidno zaporedje. 
4.3.13 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižna reakcija s polimerazo predstavlja in vitro metodo sinteze nukleinskih kislin, s 
katero lahko pomnožimo tarčni odsek DNA. Reakcijsko zmes sestavljajo DNA, ki služi 
kot matrica, dva oligonukleotidna začetnika, deoksinukleotidi, reakcijski pufer, ki že 
vsebuje MgCl2 in termostabilna polimeraza. Reakcija poteka v ciklih, vsak cikel je 
sestavljen iz denaturacije DNA, prileganja oligonuklotidnih začetnikov in pomnoževanja 
DNA. 
 
PCR smo uporabili za pomnožitev genov za izbrane površinske proteine, za uvedbo 
novih restrikcijskih mest, menjavo lahke in težke verige ter za odstranitev 
nukleotidnega zaporedja za histidinski peptid. 
 
PCR z DreamTaq™ Green DNA polimerazo smo izvedli s pripadajočim 10x 
DreamTaq™ Green pufrom, ki vsebuje MgCl2 in omogoča direkten nanos PCR 
produktov na gel. Pogoje za izvedbo PCR reakcije prikazuje preglednica 18. 
 
Izvedba: 
Pripravili smo naslednje reakcijske mešanice v PCR 
mikrocenrifugirkah: 
1 µL DNA matrica 
2 µL smiselnega začetnega oligonukleotida  
2 µL protismiselnega začetnega oligonukleotida  
5 µL 10x DreamTaq Green pufra 
8 µL dNTP 
27 µL dH2O 
5 µL polimeraze (0,25 µL DreamTaq Green DNA polimeraze + 4,75 µL dH2O) 
∑= 50 µL 
 
Preglednica 18:Pogoji za izvedbo PCR z DreamTaq 
Table 18: PCR conditions 
Reakcija Temperatura  Čas 
začetna denaturacija 94 °C 5 min 
denaturacija 94 °C 30 s 
prileganje začetnih oligonukleotidov 46 °C 1 min     30 ciklov 
podaljševanje verige 72 °C 1 min 
končno podaljševanje verige 72 °C 5 min 
Ohladitev zmesi 4 °C ∞ 
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PCR s Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA polimerazo smo uporabili za prekloniranje 
genov za lahke in težke verige pri hipervariabilnih regijah delov monoklonskih protiteles. 
Pogoje za izvedbo PCR reakcije s Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA polimerazo 
prikazuje preglednica 19. 
 
Izvedba: 
Pripravili smo naslednje reakcijske mešanice v PCR 
mikrocenrifugirkah: 
1 µL DNA matrica 
5 µL smiselnega začetnega oligonukleotida  
5 µL protismiselnega začetnega oligonukleotida 
 10 µL 5x Phusion HF pufra  
1 µL 10mM dNTP 
27,5 µL dH2O 
0,5 µL Hot start II polimeraze  
∑= 50 µL 
 
Preglednica 19: Pogoji za izvedbo PCR s hot start polimerazo 
Table 19: PCR with Hot Start Polymerase II 
Reakcija Temperatura  Čas 
začetna denaturacija 98 °C 30 s 
denaturacija 98 °C 10 s 
prileganje začetnih oligonukleotidov X°C* 30 s     25 ciklov 
podaljševanje verige 72 °C 30 s 
končno podaljševanje verige 72 °C 7 min 
ohladitev zmesi 4 °C ∞ 
*Temperaturo prileganja začetnih oligonuklotidov smo določili s spletnim programom (www.thermofisher.com/tmcalculator), pri čemer 
se upošteva njihovo nukleotidno zaporedje. 
 
Produkte PCR reakcije smo nato ligirali v plazmid pJET po protokolu za ligacijo s topimi 
konci. 
4.3.14 PCR na osnovi kolonije 
PCR na osnovi kolonije smo uporabili za hiter pregled uspešnosti transformacije, saj tako 
najlažje ugotovimo, katera kolonija vsebuje želen plazmid z vstavljenim genom in katera 
vsebuje plazmid brez vstavljenega gena. 
 
Izvedba: 
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1 µL začetnega oligonukleotida F 
1 µL začetnega oliginukleotida R 
3 µL 10x DreamTaq Green pufra 
6 µL dNTP 
14 µL dH2O 
5 µL polimeraze (0,20 µL DreamTaq Green DNA polimeraze + 4,80 µL dH2O) 
∑= 30 µL 
 
Za pregled posameznih kolonij s PCR na kolonijah smo uporabili različne kombinacije 
oligunkleotidnih začetnikov. V PCR mešanice smo dodali posamezne kolonije tako, da 
smo se jih s sterilnim koncem nastavka za pipete dotaknili na trdnem gojišču in prenesli v 
reakcijsko mešanico. Ta del smo opravili ob gorilniku ali v prostoru za aseptično delo. 
PCR smo nato izvedli pod pogoji, ki jih prikazuje preglednica 20. 
 
Preglednica 20: Pogoji za izvedbo PCR na osnovi kolonije 
Table 20: Colony PCR conditions 
Reakcija Temperatura Čas 
začetna denaturacija 99 °C 10 min 
ohladitev 50 °C 5 min 




 1 min          30 ciklov 
podaljševanje verige 72 °C 1 min 
končno podaljševanje verige 72 °C 5 min 
ohladitev zmesi 4 °C ∞ 
 
Polimerazo smo dodali v PCR mešanico po končanem prvem koraku začetne denaturacije, 
ko se je mešanica ohladila na 50 °C. Po končani reakciji smo 10 µL produkta nanesli na 
agarozno gelsko elektroforezo in na podlagi velikosti pomnoženega fragmenta DNA 
sklepali na prisotnost plazmida z vstavljenim genom v transformiranih kolonijah. 
4.3.14.1 PCR na osnovi kolonije (modificirana za plazmid pJET) 
Za pregled posameznih kolonij, ki vsebujejo plazmid pJET, smo uporabili drugačne 
pogoje. V mikrocentrifugirke smo napipetirali spodaj napisano mešanico, nato pa vanjo s 
tipsom dodali posamezno kolono. Pogoji za PCR s plazmidom pJET so navedeni v 
preglednici 21. 
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0,4 µL smiselnega oligonukleotida pJET 1.2 F (10 µM)  
0,4 µL protismiselenga oliginukleotida pJET 1.2 R (10 µM) 
2 µL 10x DreamTaq Green pufra 
3,2 µL dNTP 
13,9 µL dH2O 
0,1 µL DreamTaq Green DNA polimeraze  
∑= 20 µL 
 
Preglednica 21:PCR na osnovi kolonije z plazmidom  pJET 
Table 21: Colony PCR with pJET plasmid 
Reakcija Temperatura Čas 
začetna denaturacija 95 °C 3min 




 30 s          25 ciklov 
podaljševanje verige 72 °C 1 min 
ohladitev zmesi 4 °C ∞ 
 
4.3.15 Izražanje rekombinantnih proteinov v oz. na površini bakterij seva L. lactis 
NZ9000 




V steklene epruvete z zamaški smo odpipetirali 10 mL gojišča GM-17 in dodali 0,4 µL/ 
mL kloramfenikola ter 100 µL prekonočne kulture bakterij z ustreznim plazmidom 
ter jih inkubirali v inkubatorju brez stresanja na 30 °C. Ko so zrasle do želene optične 
gostote (OD600 = 0,5-0,8), smo jim dodali 10 µL nizina (25 ng/mL) in tako inducirali 
izražanje želenega proteina ter jih nato še za 3 ure inkubirali v inkubatorju brez stresanja 
na 30 °C.  
 
Po končani inkubaciji smo odvzeli 1 mL vzorca, ga shranili v hladilniku za kasnejšo 
analizo, preostali del pa centrifugirali 20 min pri 4000 g in 4 °C. Celice smo resuspendirali 
v PBS, optično gostoto umerili na OD600=1 in shranili na -4 °C ali na -20 °C za nadaljnjo 
uporabo. Supernatant smo shranili pri -20 °C. 
4.3.15.1 Izbor vrste iz rodu Lactobacillus za oblaganje s citokin-vezavnimi fuzijskimi 
proteini 
Supernatant celične kulture z izraženim IL-17A-vezavnim fuzijskim proteinom smo 
sterilno filtrirali preko filtra z 0,22 µm velikimi porami. Tako smo odstranili bakterije, 
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filtrirane citokin-vezavne fuzijske proteine, pa smo uporabili za oblaganje bakterijskih 
sevov Lb. salivarius ATCC 11741, Lb. plantarum ATCC 8014  in L. lactis NZ9000. Seve 
smo izbrali glede na podatke nedavnih raziskav objavljenih v literaturi. 
 
Izvedba: 
1x109 bakterij prekonočne kulture iz rodu Lactobacillus smo centrifugirali pri 4000 g in 4 
°C 5 min, jih nato resuspendirali v izrabljenem, sterilno filtriranem gojišču laktokokov, ki 
je vsebovalo citokin vezavne fuzijske proteine, ter inkubirali ob nežnem stresanju 2 uri pri 
sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri 4000 g in 4 °C 5 min, jih 
resuspendirali v inkubacijskem pufru ter uporabili za izvedbo metode ELISA (opisano v 
nadaljevanju). Glede na dobljene rezultate smo za nadaljnje poskuse oblaganja z več 
različnimi citokin-vezavnimi fuzijskimi proteini izbrali bakterije seva Lb. Salivarius ATCC 
11741. 
4.3.15.2 Optimizacija sestave mešanice za hkratno oblaganje bakteriji seva Lb. 
Salivarius ATCC 11741 z  vezalci za IL-17A, IL-23 in TNFα  
1x109 bakterij prekonočne kulture Lb. salivarius smo obložili z različnimi mešanicami 
citokin-vezavnih fuzijskih proteinov na zgoraj opisan način. Sestave različnih mešanic za 
oblaganje so opisane v okviru rezultatov. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri 4000 
g in 4 °C 5 min, jih resuspendirali v inkubacijskem pufru ter uporabili za izvedbo metode 
ELISA (opisano v nadaljevanju).  
 
4.3.16 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata   
(NaDS) 
S poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS ločujemo proteine glede na 
njihovo velikost oz. maso. Komponente vzorca pred analizo denaturiramo z NaDS, 
disulfidne vezi pa prekinemo z dodatkom reducenta. NaDS je anionska površinsko aktivna 
molekula, ki se na proteine nespecifično veže in da nastalemu kompleksu negativen naboj, 
kar omogoča migracijo proteinov proti pozitivnemu polu v električnem polju. Razmerje 
med nabojem in dolžino verige proteina v kompleksu z NaDS je enako za vse proteine. 
 
Poliakrilamid je polimer, sestavljen iz akrilamidnih monomerov, ki ob prisotnosti 
amonijevega persulfata in TEMEDa polimerizira. Za boljše ločevanje proteinov 
uporabljamo dva različno koncentrirana gela. Zgornji gel je manj zamrežen in omogoča 
skoncentriranje proteinov v zelo ozkem pasu. Ti nato hkrati vstopijo v separacijski gel, kjer 
se zaradi večje zamreženosti ločijo po velikosti. 
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Detekcijo proteinov po elektroforezi lahko izvajamo z nespecifičnim barvanjem z barvili, 
kot je Coomassie Brilliant Blue, barvanjem s srebrom ali z imunološkimi metodami z 
uporabo protiteles (Štrukelj in Kos, 2007). 
 
Izvedba: 
Najprej smo sestavili ogrodje za vlivanje gelov (Mini-Protean II apparatus) in zmešali prve 
štiri sestavine za 4 % koncentracijski in 12 % separacijski gel (preglednica 22). Nato smo v 
separacijski gel dodali APS in TEMED, premešali in vlili med stekelca približno 5 mL 
gela, nanj pa 1 mL z vodo nasičenega butanola, ki poravna gladino gela. Ko se je gel strdil 
smo odlili butanol ter preostanek popivnali s filter papirji. Nato smo do konca pripravili 
koncentracijski gel, ga vlili med stekelca na vrh separacijskega gela, na vrhu pa smo med 
stekelca vstavili glavniček. Po strjevanju smo odstranili glavniček in okvir z gelom vstavili 
v ogrodje za NaDS PAGE ter ga prenesli v posodo, kamor smo nalili 1x NaDS pufer. 
 
Preglednica 22: Sestava separacijskega in koncentracijskega gela 
Table 22: Gel composition 
Sestavine 4% gel 12 % gel 
Akrilamid (40 %) 1 mL 6 mL 
pufer 2,5 mL 5 mL 
10 % NaDS 100 µL 200 µL 
dH2O 6,34 mL 8,68 mL 
10 % APS 50 µL 100 µL 
TEMED 10 µL 20 µL 
 
Shranjene vzorce izraženih proteinov smo odtalili v ledeni kopeli in celice lizirali s kratkim 
ultrazvočnim razbijanjem. V mikrocentrifugirke smo zamešali 14 µL vzorca, 5 µL 4x 
NaDS nanašalnega pufra in 1 µL DTT ter jih inkubirali 5 min pri 100 °C in nato kratko 
centrifugirali. 
 
Vzorce smo nanesli v žepke na gelu, v en žepek pa smo dodali 5 µL proteinskega 
označevalca velikosti. Elektroforezo smo izvajali pri 60 mA v primeru dveh gelov, v 
primeru enega pa pri 30 mA tako dolgo, da je elektroforezna fronta pripotovala skoraj do 
konca gela. Po končani elektroforezi smo zgornji koncentracijski gel odrezali, preostanek 
gela pa položili v petrijevko in ga pobarvali s Coomassie Brilliant Blue, s srebrom, ali 
uporabili za prenos Western. 
4.3.16.1 Barvanje gela s barvilom Coomassie Brilliant Blue (CBB) 
Barvanje gela je potekalo tako, da smo zmešali enak volumen barvila in 20 % ocetne 
kisline, ter vlili v petrijevko z gelom. Gel smo stresali v barvilu 1-2 h, nato pa ga 
razbarvali s stresanjem 20 min v 30 % razbarvalni raztopini ter čez noč v 10 % razbarvalni 
raztopini. Drugi dan smo gel prenesli v vodo in vidne lise s proteini poslikali. 
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4.3.16.2 Barvanje s srebrom 
V kolikor z barvanjem z raztopino CBB nismo detektirali proteinov, smo gel popolnoma 
razbarvali v 30 % razbarvalni raztopini in nato barvali s srebrom. Po najmanj enournem 
fiksiranju v raztopini za fiksiranje smo spirali s 50 % (V/V) etanolom trikrat po 20 minut. 
Po enominutni redukciji v raztopini z 0,02 % Na2SO3 smo trikrat po 20 sekund spirali z 
destilirano vodo (ddH2O) in nato gel inkubirali najmanj 20 minut v srebrovi raztopini v 
petrijevki, pokriti s folijo. Nato smo gel spirali z ddH2O dvakrat po 30 sekund in razvijali 
v razvijalni raztopini, dokler barva lis ni dosegla ustrezne jakosti. Razvijanje smo 
ustavili z dodatkom citronske kisline. 
4.3.16.3 Prenos western in detekcija proteinov s protitelesi 
Najbolj specifična detekcija proteinov je z uporabo protiteles. Proteine ločene na NaDS 
PAGE smo s pomočjo električnega toka prenesli na PVDF ali nitrocelulozno membrano. 
Po prenosu western smo membrano inkubirali v blokirni raztopini, da smo blokirali mesta 
na membrani in s tem preprečili nespecifično vezavo protiteles. Membrano smo nato 
izpostavili specifičnim protitelesom proti histidinski oznaki, ki se je izrazila skupaj z 
izbranim površinskim proteinom. V prisotnosti substrata je nastal produkt, ki smo ga 
detektirali s pomočjo kemoluminiscence na filmu ali na napravi ChemiDocMP (Biorad). 
 
Izvedba: 
Najprej smo izrezali filter papirje in PVDF membrano v velikosti gela. Filter papirje in 
gobice smo namočili v pufru za prenos, membrano pa smo najprej aktivirali v metanolu in 
jo nato prenesli v pufer za prenos. Kadar smo izvajali prenos z nitrocelulozno membrano, 
aktivacija membrane ni bila potrebna. Ves pripravljen material smo nato sestavili v 
sendvič, pri tem pa pazili, da med posameznimi plastmi ni bilo zračnih mehurčkov. Tako 
pripravljen sendvič smo vstavili v ogrodje za prenos Western, dodali posodo z ledom za 
hlajenje, zalili s pufrom za prenos ter priključili na napetost 100 V ter pustili, da je prenos 
potekal eno uro in pol. Po končanem prenosu smo membrane položili v petrijevke z 
blokirno raztopino in stresali na stresalniku 2 h. Nato smo membrane prenesli v škatlo za 
inkubacijo s protitelesi in dodali ustrezno raztopino protiteles ter inkubirali na stresalniku v 
hladni sobi na 4 °C čez noč. Drugi dan smo membrano prenesli v TBST pufer in jo sprali 
tako, da smo jo štirikrat po 15 min stresali v TBST pufru.  
S peroksidazo označene proteine smo detektirali s pomočjo kemoluminiscence, tako da 
smo na membrano dodali 750 µL substrata Lumi-Light, inkubirali 2 min in prenesli v 
kaseto za ekspozicijo. V temnici smo v kaseto namestili film, eksponirali nekaj minut in 
film razvili. Postopek smo ponovili pri različnih časih ekspozicije in tako pridobili 
najustreznejšo sliko. V nadaljevanju raziskav smo kemiluminiscenco detektirali na napravi 
ChemiDocMP (Biorad). 
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4.3.17 ELISA 
ELISA je imunska tehnika, ki se uporablja za dokazovanje antigena ali protiteles v vzorcu. 
Eno od protiteles mora biti specifično za antigen, drugo pa reagira s kompleksom antigen-
primarno protitelo in ima vezan encim, ki povzroči nastanek kromogenega, 
luminiscenčnega ali fluorogenega produkta. Metoda je primerna za določanje koncentracije 
protiteles ali antigena ob uporabi standarda in umeritvene krivulje. 
Metodo ELISA se lahko izvaja na več načinov: 
 Enostavni dvoplastni sistem zajema prekritje površine z antigenom ali 
protitelesom, ki ga nato izpostavimo encimsko označenemu komplementarnemu 
antigenu. Hkrati lahko dodamo topen antigen, ki inhibira vezavo protitelesa v 
drugi stopnji ali pa vezavo antigena v drugi stopnji. 
 Sendvič ELISA je zelo uporabna zaradi visoke specifičnosti, občutljivosti in 
enostavnosti. S protitelesom prekrijemo površino in ga izpostavimo 
preizkušanemu vzorcu. Imunski kompleks nato izpostavimo referenčnemu 
konjugatu protitelesa ali pa neoznačenemu sekundarnemu protitelesu, ki ga nato 
detektiramo s sekundarnim protitelesom. Antigen mora v tem primeru vsebovati 
več epitopov za vezavo protiteles, ki so prostorsko ustrezno ločeni. 
 Pri indirektni metodi ELISA z antigenom prekrijemo površino in ga izpostavimo 
specifičnemu protitelesu, kompleks pa nato detektiramo s sekundarnim 
protitelesom. To vrsto metode ELISA se uporablja predvsem za določanje 
specifičnosti monoklonskih protiteles (Štrukelj in Kos, 2007). 
4.3.17.1 Celocelična ELISA  
Pri tej metodi se protitelesa vežejo na površino bakterijskih celic z namenom detekcije 
izbranega antigena. Bakterijske celice ob tem niso imobilizirane, ampak se nahajajo v 
suspenziji ustrezno razredčene, tako da ne vplivajo na določitev absorbance. 
 
Izvedba: 
Po ekspresiji smo celice centrifugirali 10 min pri 3000 g in 4°C. Celice smo nato 
resuspendirali v PBS in OD600 uravnali na 1,0. 750 µl suspenzije smo prenesli v epice 
predhodno blokirane z 2% BSA in centrifugirali 5 min pri 3000 g in 4°C ter nato dvakrat 
sprali s 500 µl PBS. Celice smo nato resuspendirali v 100 µl primarnih protiteles (proti 
6xHis; 1:500) in 1-2 uri inkubirali na stresalniku pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo 
ponovno centrifugirali 5 min pri 3000 g in 4 °C ter nato dvakrat sprali s 500 µl PBS, nato 
pa resuspendirali v raztopini 100 µl sekundarnih HRP-označenih protiteles (1:2500). 
Celice smo ponovno inkubirali na stresalniku 1-2 uri pri sobni temperaturi, centrifugirali 5 
min pri 3000 g in 4 °C, sprali s 500 µl PBS in s 500 µl substratnega pufra, nato pa 
resuspendirali v 1 mL substratnega pufra. Na mikrotitrsko ploščo smo nato nanesli 100 µl 
neredčenega vzorca in 100 µl v substratnem pufru petkrat redčenega vzorca, dodali 100 µl 
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TMB in inkubirali 15-20 minut. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 50 µl 2M H2SO4. 
Absorbanco smo pomerili pri 450 nm na aparatu Infinite M1000 microplate reader 
(Tecan). 
4.3.17.2 ELISA z Ni-NTA ploščami 
Za izvedbo te metode ELISA smo uporabili Ni-NTA His-sorb mikrotitrske plošče. Gre za 
mikrotitrske plošče prevlečene z Ni-NTA, ki se uporabljajo za imobilizacijo proteinov, 
označenih s histidinsko oznako. 
 
Izvedba: 
Na mikrotitrsko ploščo Ni-NTA smo nanesli 100 µl proteinov (lovilec IL-23, 23LH), 
izoliranih s Co-NTA kolono, ki smo jim z dializo predhodno zamenjali topilo. Ploščo smo 
inkubirali 4 ure na stresalniku pri sobni temperaturi. Nato smo ploščo sprali petkrat z 200 
µl pufra za spiranje in dodali 200 µl standarda IL-23 s koncentracijo 700 pg/mL ter 
inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi na stresalniku. Po inkubaciji smo ploščo sprali 5x z 
200 µl pufra za spiranje in dodali 200 µl primarnega protitelesa mABT155 biotin proti IL-
23 s koncentracijo 1 µg/mL ter inkubirali 1 uro na stresalniku pri sobni temperaturi. Nato 
smo ploščo ponovno petkrat sprali z 200 µl pufra za spiranje in dodali 200 µl 
sekundarnega streptavidin HRP protitelesa razredčenega 1:1000 v inkubacijskem pufru ter 
inkubirali 1 uro na stresalniku pri sobni temperaturi. Ploščo smo ponovno sprali petkrat z 
200 µl pufra za spiranje in dodali 200 µl TMB substrata. Reakcijo smo nato ustavili z 
dodatkom 50 µl 2M H2SO4. Na čitalcu plošč Infinite M1000 (Tecan) smo nato pomerili 
absorbance pri valovni dolžini 450 nm in referenčni 650 nm. 
4.3.17.3 ELISA z nespecifično vezavo na mikrotitrsko ploščo Maxisorp 
Na mikrotitrsko ploščo Maxisorp smo nanesli po 100 µl proteinov izoliranih s Co-NTA 
kolono in inkubirali prek noči na 4°C. Kot kontrolo smo nanesli 100 µl PBS. Vzorec se je 
na ploščo vezal nespecifično. Naslednji dan smo mikrotitrsko ploščo sprali petkrat z 200 µl 
pufra za spiranje in dodali 200 µl 2% BSA in inkubirali preko noči v hladilniku. Z BSA 
smo blokirali vsa ostala prosta mesta. Po inkubaciji smo mikrotitrsko ploščo sprali petkrat 
z 200 µl pufra za spiranje in dodali 200 µl standarda IL-23 s koncentracijo 700 pg/mL ter 
inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi na stresalniku. Po inkubaciji smo ploščo sprali petkrat 
z 200 µl pufra za spiranje in dodali 100 µl primarnega protitelesa mABT155 biotin proti 
IL-23 s koncentracijo 1 µg/mL ter inkubirali 1 uro na stresalniku pri sobni temperaturi. 
Nato smo ploščo ponovno petkrat sprali z 200 µl pufra za spiranje in dodali 100 µl 
sekundarnega streptavidin HRP protitelesa razredčenega 1:1000 v inkubacijskem pufru ter 
inkubirali 1 uro na stresalniku pri sobni temperaturi. Ploščo smo ponovno sprali petkrat z 
200 µl pufra za spiranje in dodali 200 µl TMB substrata. Reakcijo smo po 20 min ustavili z 
dodatkom 50 µl 2M H2SO4. Na čitalcu plošč Infinite M1000 (Tecan) smo nato pomerili 
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absrobance pri valovni dolžini 450 nm in referenčni 650 nm. Glede na razliko med 
absorbancama vzorca in kontrole smo sklepali, ali očiščen protein veže IL-23. 
4.3.17.4 Sendvič ELISA za določanje IL-17, IL-23 in TNF-α 
Izvedba: 
Na mikrotitrsko ploščo smo v vdolbinice nanesli po 100 µl specifičnih primarnih protiteles 
proti želenemu citokinu (IL-17, IL-23 ali proti TNF-α) in inkubirali prek noči pri 4 °C. 
Naslednji dan smo ploščo sprali dvakrat z 200 µl PBS, nato pa nanesli 200 µl 
inkubacijskega pufra in inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi. Z inkubacijskim pufrom, ki 
je vseboval BSA, smo blokirali ostala mesta na plošči in se s tem izognili morebitni 
nespecifični vezavi. Po inkubaciji smo ploščo sprali z 200 µl pufra za spiranje in nanjo 
nanesli prej pripravljene vzorce in različne koncentracije standarda, ki so služili za 
pripravo umeritvene krivulje. Ploščo smo inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi, jo petkrat 
sprali z 200 µl pufra za spiranje, nanjo nanesli 100 µl biotiniliranih sekundarnih protiteles 
in spet inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi. Temu je sledilo ponovno petkratno spiranje z 
200 µl pufra za spiranje. V naslednji stopnji smo dodali 100 µl s hrenovo peroksidazo 
(HRP) označenega streptavidina, ki ima izredno visoko afiniteto do biotina. Ploščo smo 
zopet inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi, jo ponovno sprali petkrat z 200 µl pufra za 
spiranje in dodali 100 µl kromogenega encimskega substrata 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina 
(TMB). Encim HRP katalizira pretvorbo substrata TMB v obarvan produkt, ki ga s prostim 
očesom zaznamo kot modro barvo. Reakcijo smo po približno 20 minutah ustavili z 
dodatkom 50 µl 2M H2SO4. Absorbance smo pomerili na čitalcu mikrotitrskih plošč 
Infinite M1000 (Tecan) pri valovni dolžini 450 nm in referenčni valovni dolžini 650 nm. 
Uporabljeni reagenti so prikazani v preglednici 23. 
 
Preglednica 23: Reagenti za določitev IL-17, IL-23 in TNFα s sendvič ELISA  
Table 23: Reagents used to determine IL-17, IL-23 and TNFα with sandwich ELISA 
ELISA proti IL-17 IL-23 TNF- α 
Primarno (Coating) 
protitelo 
mAbs MT44.6 (2 µg/mL 
v PBS) 
mAbs MT86/221 (2 
µg/mL v PBS) 
mAbs TNF3/4 (2 µg/mL 
v PBS) 
Biotinilirano protitelo  mAb MT504-biotin (1 
µg/mL v inkubacijskem 
pufru) 
mAb MT155-biotin (1 
µg/mL v inkubacijskem 
pufru) 
mAb TNF5-biotin (1 




Streptavidin HRP 1:1000 Streptavidin HRP 1:1000 Streptavidin HRP 1:1000 
Standard  Humani IL-17 (1 µg/mL 
v PBS z 0,1% BSA) 
Humani IL-23 (1 µg/mL 
v PBS z 0,1% BSA) 
Humani TNF-α (1 
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4.3.17.5 Priprava vzorcev za izvedbo ELISE 
Po zgoraj opisanem protokolu smo analizirali vzorce pripravljene na različne načine: 
 
Sev L. lactis NZ9000 z znotrajceličnim izražanjem proteinov 
Bakterije smo sonificirali, nato pa iz lizata s pomočjo spodaj opisane afinitetne 
kromatografije z nosilcem s kovinskimi ioni izolirali s histidinsko oznako označene 
proteine in jih uporabili za nadaljnje analize. 
 
Sev L. lactis NZ9000 z na površini predstavljenimi citokin vezavnimi fuzijskimi proteini 
Vzorce smo centrifugirali, resuspendirali v inkubacijskem pufru in umerili OD600 na 1. Kot 
negativno kontrolo smo uporabili prazen plazmid pNZ8148. 100 µL celic z OD600 =1 smo 
nato inkubirali s 100 µL prej pripravljenega standarda (IL-23, IL-17 ali TNF-α), katerega 
koncentracije so navedene v preglednici 24. Poskuse smo izvajali v 3 paralelkah in z 2 
različnima koncentracijama dodanega standarda. Vzorce smo inkubirali 2 uri pri sobni 
temperaturi z rahlim stresanjem, jih nato 5 min centrifugirali pri 5000 g in 4 °C ter 100 µL 
supernatanta nanesli v vdolbince na mikrotitrski plošči. V nadaljevanju je ELISA potekala 
po zgoraj opisanem postopku sendvič ELISA. 
 
Preglednica 24: Koncentracije dodanega standarda I in II 
Table 24: Concentrations of added standard I and II 
ELISA proti IL-17 IL-23 TNF- α 
Koncentracija dodanega 
standarda I 
800 pg/ mL (ckončna=400 
pg/ mL) 






400 pg/ mL (ckončna=200 
pg/ mL) 
700 pg/ mL (ckončna=350 
pg/ mL)              / 
 
Sev Lb. salivarius ATCC 11741 obložen z enim ali več citokin-vezavnimi fuzijskimi 
proteini 
Na enak način smo analizirali bakterijski sev Lb. salivarius ATCC 11741, ki smo ga po 
zgoraj opisani metodi obložili z enim ali več različnimi citokin-vezavnimi fuzijskimi 
proteini. Kadar smo uporabili kombinacijo več različnih citokin-vezavnih proteinov, smo 
izvedli vse tri ELISA hkrati. 
4.3.18 Test na želodčni sok 
Preživetje bakterijskega seva L. lactis NZ9000 z na površini izraženimi citokin-vezavnimi 
fuzijskimi proteini in seva Lb. salivarius ATCC 11741, obloženega z enim ali več 
različnimi citokin-vezavnimi fuzijskimi proteini, smo pri različnih pH-jih preverili s testom 
na simuliran želodčni sok (simulated gastric fluid - SGF) in vitro. SGF je vseboval 3 g/L 
pepsina, 5 g/L NaCl, pH pa smo s koncentrirano HCl umerili na 3.0, 4.0 ali 5.0 (Charteris 
in sod., 1998). 200 µL celic z OD600 = 2 smo dodali k 900 µL SGF (pH 3.0, 4.0 ali 5.0), 
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kontrolni skupini pa smo namesto SGF dodali 900 µL PBS s pH 7.4 ter inkubirali 30 min 
pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo celice centrifugirali, dvakrat sprali s 500 
µL inkubacijskega pufra in resuspendirali v 100 µL inkubacijskega pufra. Vzorce smo nato 
analizirali po zgoraj opisanem protokolu ELISA. 
4.3.19 Izolacija s histidinsko oznako označenih proteinov z nosilcem s kovinskimi    
ioni (BD TALON IMAC resin)  
Pri metodi izolacije s histidinsko oznako označenih proteinov gre za afinitetno 
kromatografijo z imobiliziranimi kovinskimi ioni, osnovano na tetravalentnem kelatorju 
kobalta na sefarozi. Ta z visoko afiniteto in specifičnostjo veže histidinsko oznako. 
Izolacija lahko poteka tako pod nativnimi kot pod denaturirajočimi pogoji. Elucija 




Vzorce smo po ekspresiji prelili v 50 mL centrifugirke, centrifugirali 10 min pri 4000 g in 
4 °C in nato celice resuspendirali v 2,5 mL pufra za spiranje. Naslednji dan smo vzorce 
sonificirali na ledu. Na sonifikatorju smo nastavili cikel oz. pulz na 0.5, amplitudo na 90 in 
čas na 5 min. Vzorce smo po sonifikaciji centrifugirali 15 min pri 4000 g in 4 °C ter 
shranili supernatant. 
 
Priprava nosilca s kovinskimi ioni 
1 mL nosilca s kovinskimi ioni smo prenesli v centrifugirko, centrifugirali 2 min pri 700 g, 
odstranili supernatant, dodali 10x volumen pufra za spiranje (5 mL) in ponovno 
centrifugirali 2 min pri 700 g. To smo ponovili dvakrat. Po zadnjem centrifugiranju smo 
odstranili supernatant in na nosilec s kovinskimi ioni dodali prej pripravljen vzorec ter 
inkubirali 20 min na nagibnem stresalniku pri sobni temperaturi. Nato smo centrifugirali 5 
min pri 700 g in odstranili supernatant (nevezana frakcija). Preostanku smo dodali 5 mL 
pufra za spiranje in inkubirali 10 min na nagibnem stresalniku pri sobni temperaturi. Nato 
smo centrifugirali 5 min pri 700 g in odstranili supernatant (frakcija spiranja 1). Postopek 
smo ponovili dvakrat in po odstranitvi frakcije spiranja 2 preostanku dodali 500 µL pufra 
za spiranje, s pipeto nežno premešali in prenesli na kolono, ki je bila spodaj zaprta z 
pokrovčkom. 
 
Počakali smo, da se je vzorec skupaj z nosilcem posedel, nato pa odstranili pokrovček in 
odtočili tretjo frakcijo spiranja. Kolono smo zatem sprali s 5 mL pufra za spiranje v 
manjših volumnih (cca 6 frakcij spiranja). Potem smo elucijo vezanih proteinov izvedli z 
2500 µL elucijskega pufra, ki je vseboval imidazol in zbrali 500 µL eluate.Vse frakcije 
smo nato analizirali z NaDS gelsko elektroforezo, pri čemer smo gele pobarvali s srebrom 
ali pa jih uporabili za prenos western. 
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4.3.19.1 Dializiranje oz. koncentriranje eluatov  
Ker smo proteine eluirali z imidazolom, smo morali za njihovo nadaljnjo uporabo 
zmanjšati koncentracijo le-tega. To smo storili z uporabo centrifugalnega koncentratorja 
Amicon Ultra-4, ki prepušča molekule z maso manjšo od 3 kDa. Eluate pridobljene z 
zgoraj opisano afinitetno kromatografijo smo združili, jih centrifugirali 20 minut pri 4000 
g in 4 °C, s čimer smo vzorec skoncentrirali do približno 800 µl. Nato smo jim dodali 3 mL 
PBS in postopek ponovili dvakrat. Na koncu smo eluate skoncentrirali na končni volumen 
800 µl ter jih shranili pri 4 °C. 
4.3.20 Odvzem in gojenje bioptov  
Biopte smo pridobili s pomočjo prof. dr. Roka Orla, kultivirali pa smo jih v sodelovanju s 
prof. dr. Sašo Simšič. Študijo, za katero so bili biopti primarno odvzeti, je Slovenska 
nacionalna komisija za medicinsko etiko odobrila pod številko 107/06/12. 
Sedemindvajset pediatričnih pacientov povprečne starosti 15 let z aktivno KVČB, je 
prostovoljno doniralo vzorce biopsije, pridobljene med procesom ileokolonoskopije. 
Bolezen je bila pri nekaterih nedavno odkrita, drugi pa so doživeli nov akuten zagon ali 
poslabšanje bolezni. Pri vseh pacientih so KVČB potrdili v skladu z najnovejšimi 
mednarodnimi smernicami (Dignass in sod., 2012), (Levine in sod., 2014),(Turner in sod., 
2012). V študijo niso vključili pacientov, ki so bili trenutno ali kadarkoli v preteklosti 
zdravljeni s biološkimi zdravili proti TNF-α.  
 
Med ileokolonoskopijo so vsakemu pacientu odščipnil pet koščkov sluznice z najbolj 
vnetega predela prebavnega trakta in jih takoj presneli v laboratorij v zato posebej 
namenjeni posodi, ki je zagotovila primerno vlažnost. Vse nadaljnje korake smo nato 
izvajali pod strogimi aseptičnimi pogoji v laminarni komori.  
 
Izvedba: 
Pri nadaljnjih korakih smo se zgledovali po protokolu, opisanemu v študiji L. casei, ki smo 
ga rahlo modificirali (Llopis in sod., 2009). Vzorce mukoze smo stehtali (tehtali so od 0.5 
mg do 11.5 mg) in jih položili na ploščo z ravnim dnom s 96 vdolbinicami. V vsako 
vdolbinico smo nanesli gojišče RPMI 1640 z dodatki (25 mmol/L Hepes pufra z 10% 
deaktiviranega telečjega seruma, 16 µg/mL vankomicina, 2500 U/mL kolistina ter 50 
µg/mL gentamicina). Nato smo v vdolbninice nanesli vzorce in jih tri ure inkubirali z 
antibiotikom pri 37 °C v aerobnih pogojih s 5% CO2 z namenom odstranitve prisotne 
mikrobiote. Gojišče smo po treh urah zamenjali s svežim in vzorce inkubirali 20 ur pri 37 
°C v aerobnih razmerah s 5% CO2. Po končani inkubaciji smo odpipetirali superntanate in 
jih shranili pri -80°C za nadaljne analize. Z zgoraj opisano metodo ELISA smo nato v 
supernatantih izmerili koncentracije IL-17A, IL-23 in TNF-α. 
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4.3.21 Tvorba IL-23 v človeški monocitni celični liniji THP-1 po indukciji z 
lipopolisaharidom (LPS) 
Znano je, da THP-1 celice po stimulaciji z LPS proizvajajo različne količine IL-1β in IL-
23 (Wynick in sod., 2016). Ta in vitro model smo uporabili za testiranje vezave celičnega 




Celično linijo smo pridobili iz ameriške zbirke tipskih kultur (American Type Culture 
Collection; ATCC). THP-1 je monocitna celična linija, pridobljena iz krvi 1-letnega dečka 
obolelega za akutno monocitno levkemijo.  
 
Celično linijo smo gojili s pomočjo standardnih tehnik za celične kulture v gojišču RPMI 
1640 GlutaMAX (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium; Gibco) z dodatkom L-
glutamina. Že pripravljenemu gojišču (500 mL) smo dodali 5 mL mešanice streptomicina 
in penicilina, ki je vsebovala 5000 U/mL streptomicina in 5000 µg/mL penicilina in 50 mL 
deaktiviranega telečjega seruma. Delo s celično kulturo je potekalo v sterilnih pogojih v 
mikrobiološki komori. Celice smo vzdrževali v gojišču RPMI 1640 z dodatki pri 37 °C v 
aerobnih razmerah s 5% CO2. Za gojenje celic smo uporabljali polistirenske stekleničke s 
površino 75 cm2 (TPP, 90076), v katerih so bile celice suspendirane v gojišču in se niso 
pritrdile na podlago. Ko so se celice pričele deliti in tvoriti skupke v obliki grozdov, smo 
jih centrifugirali 5 min pri 1600 g in 4 °C, prešteli in resuspendirali v 20 mL gojišča RPMI 
1640, tako da je bila njihova končna koncentracija med 5x105 in 7x105 celic/mL. Celice 
smo ponovno inkubirali, dokler nismo pridobili zadostnega števila celic za izvedbo 
poskusa. Gojišče smo menjali v povprečju trikrat tedensko. Celice smo šteli tako, da smo 
100 µL celic, resupendiranih v RPMI, odpipetirali v epruvetko, ki je vsebovala 900 µL 
tripanskega modrila. 100 µL te suspenzije smo odpipetirali v Neubauerjevo komoro in 
celice, ki so se obarvale modro (žive celice z ohranjeno celično membrano), prešteli s 
pomočjo svetlobnega mikroskopa. 
 
Pred poskusom smo celice prešteli, resuspendirali v gojišču RPMI 1640 in jih v 
koncentraciji 1x106 celic/mL odpipetirali v polistirenske plošče s 24 vdolbinicami, tako da 
je vsaka vdolbinica vsebovala 1x106 celic. Gojišču RPMI smo dodali LPS v koncentraciji 1 
in 2 µg/mL ter plošče inkubirali 2, 4, 8 in 24 ur v inkubatorju pri 37 °C v aerobnih 
razmerah s 5% CO2. Po inkubaciji smo odpipetirali supernatante celične linije THP-1 in jih 
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Supernatant celic THP-1 po 24 h stimulaciji z lipopolisaharidom smo inkubirali z 1x1010 
bakterijskih celic seva L. lactis NZ9000, ki so imele na površini predstavljen vezalec IL-
23. Kot negativno kontrolo smo uporabili sev L. lactis NZ9000 s praznim plazmidom 
pNZ8148. Koncentracijo IL-23, ki so ga bile bakterije sposobne vezati, smo izmerili z 
zgoraj opisano metodo ELISA. 
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5 REZULTATI 
5.1 I. DEL: POVRŠINSKA PREDSTAVITEV FRAGMENTOV PROTITELES PROTI 
CITOKINOM IL-17 IN IL-23 NA POVRŠINI MKB  SEVA Lactococcus Lactis 
NZ9000 
5.1.1 Priprava genskih konstruktov 
Aminokislinsko zaporedje za hipervariabilna dela lahke in težke verige monoklonskih 
protiteles (enoverižni variabilni fragment scFv – »single-chain variable fragment«) z 
afiniteto do IL-17 in IL-23 (Mabry in sod., 2010) smo s pomočjo računalniškega programa 
Gene Designer prevedli v nukleotidno zaporedje ob upoštevanju laktokokne uporabe 
kodonov. Tako smo pridobili zaporedji nukleotidov za enoverižni variabilni fragment z 
afiniteto do IL-17 (1733LH) in do IL-23 (2350LH). Hkrati smo uvedli restrikcijska mesta, 
ki so nam kasneje olajšala kloniranje v gostiteljske plazmide. Zaporedje lahke in težke 
verige smo ločili z distančnikom, na koncu pa smo dodali še zaporedje za histidinsko 
oznako z namenom lažje identifikacije in izolacije (slika 11).  
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Slika 11: Nukleotidno zaporedje genov za hipervariabilno regijo monoklonskega protitelesa 
(enoverižni variabilni fragment – scFv) z afiniteto do IL-17A (1733LH) in do IL-23 (2350LH).  
Rdeče: lahka veriga, modro: težka veriga, zeleno: distančnik, oranžno: histidinska oznaka. Podčrtano: 
restrikcijska mesta. 
Figure 11: Nucleotide sequence of genes coding for hypervariable region of monoclonal antibody 
(ScFv) with affinity to IL-17A (1733LH) and to IL-23 (2350LH). Red: light chain, blue: heavy chain, 
green: spacer, orange: His Tag and underlined: restriction sites. 
 
V nadaljevanju smo pripravili še različico konstrukta 1733LH z zamenjanim vrstnim 
redom lahke in težke verige (1733HL). Vsem uspešno pripravljenim konstruktom smo 
zamenjali restrikcijski mesti NcoI/XbaI z mestoma BamHI/EcoRI, ki so omogočila 
nadaljnje kloniranje v plazmid za površinsko predstavitev pSDLBA3b. Sheme vseh 
pripravljenih konstruktov so prikazane na sliki 12. V konstruktih za površinsko 
predstavitev se fragmenti protiteles nahajajo v fuziji s signalnim peptidom za izločanje 
proteina Usp45 in C-terminalnim delom proteina AcmA, ki omogoča pritrditev na 
peptidoglikan na celični površini. 
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Slika 12: Sheme pripravljenih genskih konstruktov.  
(A)1733LH za notranje izražanje, (B) 1733LH z zamenjanimi restrikcijskimi mesti za predstavitev na 
površini, (C) 1733HL z zamenjanim vrstnim redom lahke in težke verige za notranje izražanje, (D) 
1733HL z zamenjanimi restrikcijskimi mesti za predstavitev na površini, (E) 2350LH za notranje 
izražanje in (F) 2350LH z zamenjanimi restrikcijskimi mesti za predstavitev na površini. 
Figure 12: Schemes of gene constructs. (A) 1733LH for itracellular expression, (B) 1733LH with 
changed restriction sites for surface dipslay, (C) 1733HL with changed sequence of light and heavy 
chain for intracellular expression, (D) 1733HL with changed sequence of light and heavy chain for 
surface dislay (E) 2350LH for intracellularexpression and, (F) 2350LH with changed restriction sites 
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5.1.2 Izražanja hipervariabilnih regij monoklonskih protiteles 1733LH, 1733HL in 
2350LH v bakterijah seva L. lactis  NZ9000 in njihova predstavitev na njegovi 
površini 
Za izražanje smo uporabili z nizinom nadzorovan sistem za izražanje (NICE). Proteine 
celičnih lizatov smo po izražanju ločili na poliakrilamidni elektroforezi ob prisotnosti 
NaDS. Hipervariabilne regije monoklonskih protiteles v celičnem lizatu smo detektirali z 
barvanjem z barvilom Coomassie Brilliant Blue (CBB) in s specifičnimi protitelesi proti 
histidinski oznaki po prenosu western. Pri barvanju z barvilom nismo opazili razlik v 
primerjavi z negativno kontrolo (celice s praznim plazmidom pNZ8148; rezultati niso 
prikazani). Smo pa lise, ki glede na molekulske mase ustrezajo hipervariabilnim regijam 
monoklonskih protiteles detektirali po prenosu western s specifičnimi protitelesi (slika 13).  
 
 
Slika 13: Hipervariabilne regije monoklonskih protiteles v celičnem lizatu seva L.lactis 
NZ9000,detektirane z anti-histidinskim protitelesom po prenosu western.  
Fragment 1733LH izražen v notranjosti celic (stolpec 1, 2), fragment 2350LH izražen v notranjosti 
celic (stolpec 3, 4), negativna kontrola (prazen plazmid pNZ8148; stolpec 5, 6), ter fragment 1733LH 
predstavljen na površini (stolpec 7, 8). 
Figure 13: Hypervariable regions of monoclonal antibodies in cell lysates of L. lactis NZ9000 detected 
with anti-His antibodies. Intracellular expression of 1733LH (lane 1, 2), intracellular expression of 
2350LH (lane 3, 4), negative control (empty plasmid pNZ8148; lane 5, 6) and 1733LH displayed on the 
surface (lane 7, 8). 
 
Bakterije seva L. lactis NZ9000, ki so imele na površini predstavljen hipervariabilni del 
monoklonskega protitelesa z afiniteto do IL-17 ali IL-23, smo analizirali z metodo 
celocelične ELISA. Kot negativno kontrolo smo tudi v tem primeru uporabili prazen 
plazmid pNZ8148. Hipervariabilne dele monoklonskih protiteles smo ponovno detektirali z 
anti-histidinskimi protitelesi. Površinsko predstavitev smo potrdili v primeru površinske 
predstavitve konstrukta 1733LH, medtem ko pri konstruktu 1733HL nismo opazili razlik v 
primerjavi z negativno kontrolo (slika 14). 
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Slika 14: Površinska predstavitev hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles 1733LH in 1733HL 
na površini bakterij seva L. lactis NZ9000, določena z metodo celocelične ELISA. 
Odzive smo primerjali glede na kontrolo (pNZ8148) s pomočjo t testa. *:p<0.0287. Razlike med 
1733HL in negativno kontrolo niso bile signifikantne.  
Figure 14: Surface display of hypervariable regions of monoclonal antibodies1733LH in 1733HL, 
determined with whole-cell ELISA. The results were compared to negative control (empty plasmid 
pNZ8148) by  using Student’s t-test. *:p<0.0287. Differences beetween 1733HL and negative control 
were not statistically significant. 
 
5.1.3 Vezava IL-17 in IL-23 na bakterije seva L. lactis NZ9000 s na površini 
predstavljenimi hipervariabilnimi deli monoklonskih protiteles 1733LH, 
1733HL in 2350LH  
Pri določanju vezave citokinov IL-17 in IL-23 na površino bakterij smo bakterije najprej 
inkubirali z določeno koncentracijo standarda IL-17A ali IL-23. Po odstranitvi bakterij smo 
z ELISA določili količino preostalega IL-17A oz. IL-23. Z nobeno od uporabljenih bakterij 
nismo uspeli potrditi signifikantne vezave IL-17A (slika 15A) ali IL-23 (slika 15B). 
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Slika 15: Koncentracija IL-17 (A) in IL-23 (B) po inkubaciji z bakterijami seva L. lactis NZ9000 s 
površinsko predstavljenimi hipervariabilnimi deli monoklonskih protiteles proti IL-17 (A) ali IL-23 
(B). Koncentracije smo primerjali glede na negativno kontrolo (pNZ8148) s pomočjo t testa, pri čemer 
nismo ugotovili signifikantnih razlik. 
Figure 15: Evaluation of concentrations of IL-17 (A) or IL-23 (B) after incubation of cytokines with 
recombinant strain L. lactis NZ9000 that displayed IL-17A- (A) or IL-23-binding hypervariable 
regions of monoclonal antibodies (B) on their surface. Concentrations were compared to negative 
control by using Student’s t-test and were not statistically significant. 
 
5.1.4 Izolacija hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles z afinitetno 
kromatografijo  
Hipervariabilne dele monoklonskih protiteles, označene s histidinsko oznako, smo izolirali 
z afiniteto kromatografijo z imobiliziranimi kovinski ioni (»immobilized metal affinity 
chromatography« - IMAC) pod nativnimi pogoji z elucijo na podlagi spremembe pH. 
Celične lizate in frakcije, dobljene po eluciji, smo nanesli na poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo ob prisotnosti NaDS. Koncentracije eluiranih proteinov so bile izredno nizke 
in jih nismo uspeli detektirati z barvanjem s CBB ali srebrom. Smo pa njihovo prisotnost v 
lizatih potrdili s prenosom po westernu in detekcijo s specifičnimi protitelesi (slika 16). 
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Slika 16: Prenos po westernu različnih frakcij afinitetne kromatografije hipervariabilnih delov 
monoklonskih protiteles. 
A: hipervariabilni deli monoklonskih protiteles, izolirani iz celic, ki so bili shranjene v pufru za 
spiranje s pH 7.0. Fragment 1733LH smo detektirali v celokupnem celičnem lizatu (stolpec 1), v topni 
frakciji lizata (stolpec 2) in v netopni frakciji lizata (stolpec 3). Fragment 1733HL smo prav tako 
detektirali v celokupnem celičnem lizatu in netopni frakcij lizata (stolpca 4 in 6), v zelo majhni količini 
pa tudi v topni frakciji lizata (stolpec 5). Fragment 2350LH smo detektirali v celokupnem celičnem 
lizatu (stolpec 7), v topni frakciji lizata (stolpec 8) in v netopni frakciji lizata (stolpec 9). B: 
hipervariabilni deli monoklonskih protiteles, izolirani iz celic, ki so bili shranjene v pufru za spiranje s 
pH 7.4. Fragment 1733LH smo detektirali v celokupnem lizatu in netopni frakciji lizata (stolpca 1 in 
3), ne pa tudi v topni frakciji lizata (stolpec 2). Fragment 2350LH smo detektirali v vseh treh frakcijah 
(stolpci 4-6; celokupni, topni, netopni). Pri negativni kontroli, ki ni bila označena s histidinsko oznako, 
nismo detektirali izražanja (stolpec 7). 
Figure 16: Western blot of fractions isolated with affinity chromatography. A: hypervariable regions 
of monoclonal antibodies isolated from cells that were stored in wash buffer with pH 7.0. Fragment 
1733LH was detected in cell lysate (lane 1), in soluble fraction (lane 2) and in insoluble fraction (lane 
3). Fragment 1733HL was detected in cell lysate and insoluble fraction (lane 4 and 6)  and in very 
minior quantities also in soluble fraction (lane 5). Fragment 2350LH was detected in in cell lysate (lane 
7), in soluble fraction (lane 8) and in insoluble fraction (lane 9). B: hypervariable regions of 
monoclonal antibodies isolated from cells that were stored in wash buffer with pH 7.4. Fragment 
1733LH was detected in cell lysate (lane 1), and in insoluble fraction (lane 3), but not in souluble 
fraction (lane 2). Fragment 2350LH was detected in cell lysate (lane 4), in soluble fraction (lane 5) and 
in insoluble fraction (lane 6). Negative control has no His tag and could not be detected (lane 7). 
 
Z namenom povečanja količine izoliranih proteinov smo postopek izolacije fragmenta 
2350LH, ki ga je bilo v supernatantu največ, ponovili in izvedli elucijo z imidazolom. 
Celične lizate in frakcije, dobljene po eluciji, smo ponovno nanesli na poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo ob prisotnosti NaDS. Prisotnost izoliranih proteinov smo potrdili z 
barvanjem po srebru (slika 17A) in s prenosom po westernu (slika 17B). 
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Slika 17: Barvanje s srebrom in prenos western eluatov fragmenta 2350LH.  
A: S srebrom obarvan gel, na katerem smo detektirali fragment 2350LH v eluatih (stolpci 6-10). B: S 
prenosom western smo fragment 2350LH detektirali v eluatih (stolpci 6-10), poleg tega pa tudi v lizatu 
(stolpec 1) in v nevezani frakciji (stolpec 3). 
Figure 17: Silver staining and Western blot of eluates containing 2350LH fragment. A: 2350LH 
fragment was detected in the eluates (lanes 6-10) using silver staining. B: 2350LH fragment was 
detected in the eluates (lanes 6-10) and in the unbound fraction (lane 3) using Western blot. 
 
5.1.5 Vezava IL-23 na izolirani hipervariabilni del monoklonskega protitelesa 
2350LH  
Vezavo IL-23 na izolirani protein 2350LH smo potrdili z ELISA, pri kateri smo 2350LH 
imobilizirali na mikrotitrski plošči, dodali IL-23 in ga detektirali s specifičnim protitelesom 
proti IL-23. Absorbanca je bila signifikantno večja pri 2350LH kot pri negativni kontroli 
(PBS; slika 18). 
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Slika 18: Določitev vezave IL-23 na izoliran fragment 2350LH s pomočjo ELISA. Odziv smo primerjali 
glede na kontrolo (PBS) s pomočjo t testa. ** p<0.01. 
Figure 18: ELISA determined portion of IL-23 that was bound to isolated fragment 2350LH. The 
response was compared to control (PBS) using Student’s t-test. ** p<0.01. 
5.1.6 Vpliv pH na topnost hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles 
Vpliv pH na topnost hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles smo ovrednotili tako, 
da smo bakterijske celice po ekspresiji resuspendirali v pufru z različnimi pH-ji (7.0, 8.0, 
9.0, 10.0). Nato smo celice lizirali, lizate nanesli na poliakrilamidno gelsko elektroforezo 
in hipervariabilne dele monoklonskih protiteles detektirali s specifičnimi protitelesi. 
Ugotovili smo, da sta fragmenta 1733LH in 1733HL (slika 19) najbolj topna pri pH 9.0, 
medtem ko pH na topnost 2350LH ni vplival (ni prikazano).  
 
 
Slika 19: Topnost hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles pri različnih pH-jih, določena s 
prenosom po westernu.   
Stolpci 1-3: Celokupni lizat, topna in netopna frakcija lizata fragmenta 1733HL pri pH 7.0. Stolpci 5-
7: Celokupni lizat, topna in netopna frakcija lizata fragmenta 1733HL pri pH 8.0. Stolpci 8-10: 
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Celokupni lizat, topna in netopna frakcija lizata fragmenta 1733HL pri pH 9.0. Stolpci 11-13: 
Celokupni lizat, topna in netopna frakcija lizata fragmenta 1733LH pri pH 9.0. 
Figure 19: Solubility of hypervariable regions of monoclonal antibodies at different pH determined 
using Westrn Blot. Lanes 1-3: cell lysate, soluble and insoluble fraction of 1733HL at pH 7.0. Lanes 5-7 
cell lysate, soluble and insoluble fraction of 1733HL at  pH 8.0. Lanes 8-10 cell lysate, soluble and 
insoluble fraction of 1733HL at pH 9.0. Lanes 11-13 cell lysate, soluble and insoluble fraction of 
1733LH at pH 9.0. 
 
5.1.7 Izolacija hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles 1733LH in 1733HL z   
afinitetno kromatografijo z imobiliziranimi kovinskimi ioni pri pH 9.0 in 
določanje vezave IL-17 
Izolacijo proteinov smo ponovili na enak način, le da smo vsem uporabljenim raztopinam 
umerili pH na 9.0. Po izolaciji smo frakcije nanesli na poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo in gel pobarvali s srebrom. Opazili smo večje količine očiščenih proteinov v 
primerjavi s prejšnjo izolacijo, ki je potekala pri pH 7.0 (slika 20). Enako sliko smo dobili 
pri izolaciji hipervariabilnih delov monoklonskih protiteles 1733HL (ni prikazano). 
 
Slika 20: S srebrom pobarvan gel izolacije hipervariabilnih delov monoklonskega protitelesa 1733LH, 
ki smo jih detektirali v eluatih (stolpci 7, 8, 9). 
Figure 20: Silver staining of isolated hypervariable regions of monoclonal antibody 1733LH detected in 
the eluates (lanes 7, 8, 9). 
 
Vezavo IL-17 na izolirana proteina 1733LH in 1733HL smo potrdili z ELISA, pri kateri 
smo oba proteina imobilizirali na mikrotitrski plošči, dodali IL-17 in ga detektirali s 
specifičnim protitelesom proti IL-17. Absorbanca je bila pri obeh proteinih signifikantno 
večja kot pri negativni kontroli (PBS). 1733LH je izkazoval nekoliko močnejšo vezavo kot 
1733HL (slika 21). 
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Slika 21:Določitev vezave IL-17 na izolirana fragmenta 1733LH in 1733HL s pomočjo ELISA.  
Odzive smo primerjali glede na kontrolo (PBS) s pomočjo t testa. *** p<0.0004, * p<0.0152. 
Figure 21: ELISA determined portion of IL17A that was bound to isolated fragments 1733LH and 
1733HL. Respones were compared to control (PBS) using Student’s t-test. *** p<0.0004, * p<0.0152. 
 
5.2 II. DEL: POVRŠINSKA PREDSTAVITEV NEIMUNOGLOBULINSKIH 
OGRODIJ PROTI CITOKINOMA IL-17 IN IL-23 NA POVRŠINI MKB VRST 
lactococcus Lactis IN Lactobacillus Salivarius 
5.2.1 Priprava genskih konstruktov 
Aminokislinsko zaporedje za neimunoglobulinski ogrodji finomer FIN17 z afiniteto do IL-
17 in adnektin ADN23 z afiniteto do IL-23 smo s pomočjo računalniškega programa Gene 
Designer prevedli v nukleotidno zaporedje ob upoštevanju laktokokne uporabe kodonov. 
Hkrati smo uvedli restrikcijska mesta, ki so nam kasneje olajšala kloniranje v gostiteljske 
plazmide. Na 3'-koncu smo dodali zaporedje za histidinsko oznako z namenom lažje 
identifikacije in izolacije (sliki 22 in 23). 
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Slika 22: Nukleotidno zaporedje genov FIN17, ADN23 s histidinsko oznako in ADN23 brez histidinske 
oznake 




Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
85 
 
Slika 23: Sheme genskih konstruktov FIN17, ADN23 s histidinsko oznako in ADN23 brez histidinske 
oznake 
Figure 23: Schemes of gene constructs for FIN17, ADN23 with His tag and ADN23 without His tag 
 
5.2.2 Izražanje neimunoglobulinskih ogrodij FIN17 in ADN23 v bakterijskem sevu 
L. lactis NZ9000 
Gene, ki kodirajo za IL-17A vezavni finomer (FIN17) in IL-23 vezavni adnektin (ADN23) 
v fuziji s histidinsko oznako, smo preklonirali v plazmid za površinsko predstavitev 
(pSDLBA3b). Da bi izboljšali vezavo IL-23 na ADN23, smo le-temu z reakcijo PCR 
odstranili histidinsko oznako. Oba gena smo izrazili v fuziji z USP45 signalnim 
zaporedjem in C-terminalnim delom proteina AcmA na površini bakterij seva L. lactis 
NZ9000 z z nizinom nadzorovanim sistemom za izražanje (NICE). Oba fuzijska proteina 
smo z metodo prenosa western detektirali s specifičnimi protitelesi proti histidinski oznaki 
(slika 24). 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  




Slika 24: Prenos western lizatov bakterij seva L. lactis NZ9000.  
Bakterije so imele na površini predstavljen vezalec IL-17A (stolpec 1) oz. vezalec IL-23 (stolpec 2) s 
histidinsko oznako v fuziji s USP45 signalnim zaporedjem in C-terminalnim delom proteina AcmA. 
Figure 24: Western blot of lysates of L. lactis NZ9000 cells expressing IL-17-binding FIN17 and IL-23-
binding ADN23 in fusion with Usp45 secretion signal and LysM-containing cA domain. 
 
5.2.3 Določitev vezave IL-17A na rekombinantne bakterije seva L. lactis NZ9000 
Vezavo IL-17A na FIN17, predstavljen na površini bakterij, smo ocenili z metodo ELISA. 
2x109 rekombinantnih bakterij je odstranilo 97,5 % celotne količine IL-17A iz raztopine. 
Delež vezanega citokina je bil odvisen od števila rekombinantnih bakterijskih celic (manj 
celic je vezalo manjši delež citokina). Kljub temu pa je vezava IL-17A pri 100x manjšem 
številu rekombinantnih bakterijskih celic še vedno znašala 79,8 %, pri 500x manjšm številu 
rekombinantnih bakterijskih celic pa 57,7 % (Slika 25).  
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Slika 25: Koncentracija citokina IL-17A v raztopini po inkubaciji z različnim številom bakterijskih 
celic seva L. lactis NZ9000, ki so na svoji površini predstavljale IL-17 vezavni fuzijski protein (FIN17) 
(krogi) ali s praznim plazmidom pNZ8148 (negativna kontrola; trikotniki). 
Figure 25: ELISA-determined IL-17A that remained in the solution after incubation with different 
concentrations of recombinant L. lactis NZ9000 cells that displayed IL-17A binding fusion protein on 
their surface (circles) or contained empty plasmid pNZ8148 (negative control; triangles). 
 
Z večanjem koncentracije IL-17A, ki smo ga dodali konstantnemu številu rekombinantnih 
bakterijskih celic, se je absolutna količina vezanega IL-17 povečala. Kljub temu pa je bil 
delež vezanega IL-17A relativno konstanten, in sicer med 97,5 % in 91 % (slika 26).  
 
 
Slika 26: Koncentracija citokina IL-17A, preostalega v raztopini po inkubaciji različnih koncentracij 
IL-17A z 1x109 bakterij seva L. lactis NZ9000 z na površini izraženim IL-17A vezavnim fuzijskim 
proteinom (krogi), ali s praznim plazmidom pNZ8148 (negativna kontrola; trikotniki). 
Figure 26: ELISA-determined IL-17A that remained in the solution after incubation of different 
concentrations of IL-17A with 1×109 recombinant L. lactis NZ9000 cells that displayed IL-17A binding 
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fusion protein  on their surface (circles) or contained empty plasmid pNZ8148 (negative control; 
triangles). 
 
Da bi ocenili odpornost rekombinantnih bakterij na želodčni sok, smo jih pred inkubacijo z 
IL-17A inkubirali v simuliranem želodčnem soku (SGF), kot kontrolo pa smo uporabili 
rekombinantne bakterije, inkubirane v PBS s pH 7.4. Sposobnost rekombinantnih bakterij 
za vezavo IL-17A se zmanjšuje z nižanjem pH-ja in s prisotnostjo pepsina, kljub temu pa 
so rekombinante bakterije pri pH 3.0 še vedno vezale 56 % vsega IL-17A (slika 27). 
 
 
Slika 27:Delež citokina IL-17A vezanega na rekombinantne bakterije po predhodni inkubaciji v SGF s 
pH 3.0, 4.0 in 5.0. Kot kontrolo smo uporabili PBS s pH 7.4. p<0.05, ** p<0.01. 
Figure 27: ELISA-determined portion of IL-17A bound to recombinant L. lactis NZ9000 cells prior to 
incubation in SGF with pH 3.0, 4.0 ad 5.0. PBS with pH 7.4 was used as control. p<0.05, ** p<0.01. 
5.2.4 Optimizacija vezave IL-23 na rekombinantne bakterije seva L. lactis NZ9000 
Vezavo IL-23 na rekombinantne bakterije seva L. lactis NZ9000 smo zaznali, vendar ta ni 
bila statistično signifikantna. Da bi izboljšali stopnjo vezave, smo odstranili histidinsko 
oznako na IL-23 vezavnem fuzijskem proteinu. Odstranitev oznake je vezavo IL-23 res 
izboljšala, ker pa ta še vedno ni bila statistično signifikantna, z nadaljnjimi preizkušanji 
vezave IL-23 nismo nadaljevali (slika 28). 
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Slika 28: Koncentracija citokina IL-23 v raztopini po inkubaciji z rekombinantnimi bakterijami seva  
L. lactis NZ9000.  
Bakterije so imele na površini izražen IL-23 vezavni fuzijski protein označen s histidinsko oznako 
(ADN23-His6) ali brez nje (ADN23). Kot negativno kontrolo smo uporabili prazen plazmid pNZ8148. 
Razlike niso statistično signifikantne. 
Figure 28: ELISA-determined IL-23 that remained in the solution after incubation with  L. lactis 
NZ9000 cells that displayed ADN23 with His tag or ADN23 without His tag on their surface. Empty 
plasmid pNZ8148 was used as negative control. The differences are not statistically significant. 
 
5.2.5 Izbor vrste iz rodu Lactobacillus za oblaganje s citokin-vezavnimi fuzijskimi 
proteini 
IL-17A-vezavni fuzijski protein, ki ga je v gojišče izločila rekombinantna bakterija seva L. 
lactis NZ9000, smo po odstranitvi celic proizvajalk preko sidrne domene proteina AcmA 
vezali na dve različni vrsti iz rodu Lactobacillus, ki smo jih izbrali glede na najnovejše 
literaturne podatke o vrstah primernih za nerekombinatni pristop površinske predstavitve. 
Za poskusno oblaganje smo tako izbrali bakterijska seva Lb. plantarum ATCC 8014 in Lb. 
salivarius ATCC 11741. Sev Lb. salivarius ATCC 11741, obložen z vezavnim proteinom, 
je vezal 97,7 % IL-17A, sev Lb. Plantarum ATCC 8014,  pa le pa le 80,6 % (slika 29). 
Zato smo za hkratno oblaganje z različnimi citokin-vezavnimi neimunoglobulinskimi 
ogrodji v nadaljevanju uporabili sev Lb. salivarius ATCC 11741.  
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Slika 29: Koncentracija citokina IL-17A v raztopini po inkubaciji z nerekombinantnimi bakterijskimi 
celicami.  
1x109 nerekombinantnih bakterijskih celic sevov Lb. salivarius ATCC 11741, L. plantarum ATCC 8014 
in L. lactis NZ9000 je imelo na površino preko C-terminalnega dela proteina AcmA vezan IL-17A 
vezavni fuzijski protein iz gojišča rekombinantne bakterije, ali gojišče rekombinantne baktere s 
praznim plazmidom pNZ8148 (kontrola). Koncentracije posameznih citokinov smo primerjali glede na 
kontrolo s pomočjo t testa. ** p<0.001, *** p< 0,0001. 
Figure 29: Concentration of  IL-17A after incubation with non-GMO bacteria. 1x109 non-GMO (Lb. 
salivarius ATCC 11741, L. plantarum ATCC 8014 and L. lactis NZ9000) were coated with IL-17A-
binding fusion protein containing C-terminal part of AcmA from the growth media of recombinant  L. 
lactis NZ9000, or from control bacteria containing empty plasmid PNZ8148. Koncentrations of 
cytokines were compared using t-test. ** p<0.001, *** p< 0,0001. 
 
5.2.6 Oblaganje nerekombinantnih bakterij seva Lb. salivarius ATCC 11741 s 
posameznimi neimunoglobulinskimi vezalci citokinov 
1×109 celic bakterij seva Lb. salivarius smo inkubirali z različnimi količinami tekočega 
gojišča rekombinantnih laktokokov, ki je vsebovalo neimunoglobulinske vezalce IL-17A, 
IL-23 ali TNFα. Medtem, ko smo neimunoglobulinske vezalce pripravili v okviru 
doktorskega dela, pa smo vezalec TNFα (Affibody razvit na IJS; podrobneje predstavljen v 
uvodu) dodali z namenom tesiranja primerjave moči vezave med testiranimi citokini, ter 
možnosti potencialne vključitve vezalcev  TNFα v nadaljevanju. Neimunoglobolinski 
vezalci so se preko C-terminalnega dela proteina AcmA vezali na površino bakterij seva 
Lb. Salivarius ATCC 11741. Vezava vseh treh citokinov je bila statistično signifikantna 
(slika 30), vključno z vezavo IL-23 (povprečno 26,7 %; slika 30B) katera pri površinski 
predstavitvi na laktokokih ni bila statistično signifikantna. Tudi vezava TNFα je bila 
obsežnejša (povprečno 79 %; slika 30C) kot pri površinski predstavitvi na laktokokih. Le 
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vezava IL-17A je bila nekoliko slabša (povprečno 78,3 %; slika 30A). Vezava IL-17A se je 
manjšala z manjšanjem volumna dodanega gojišča, ki je vsebovalo IL-17A vezavne 
fuzijske proteine, vendar je to postalo bolj opazno šele pri inkubaciji z zelo majhnimi 
volumni (0.1 mL; slika 30A). Vezava IL-23 je bila manj ponovljiva, se je pa prav tako 
slabšala z manjšanjem volumna dodanega gojišča, ki je vsebovalo IL-23 vezavne fuzijske 
proteine (slika 30B). Vezava TNFα je bila neodvisna od volumna dodanega gojišča vse do 
zmanjšanja le-tega na 0.5 mL (slika 30C). 
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Slika 30: Koncentracija citokinov IL-17A (A), IL-23 (B) ali TNFα (C) preostalih v raztopini po 
inkubaciji z bakterijami seva Lb. Salivarius ATCC 11741.  
Bakterije so bile obložene s fuzijskimi proteini z vključenimi vezalci citokinov IL-17A (krogi), IL-23 
(kvadrati) ali TNFα (diamanti), ali s kontrolnim gojiščem (trikotniki). 
Figure 30: ELISA-determined IL-17A (a), IL-23 (b) and TNFα (c) that remained in the solution after 
incubation with Lb. salivarius ATCC 11741 cells coated with IL-17A binder (circles), IL-23 binder 
(squares), TNFα binder (diamonds), or control medium (triangles). 
 
Inkubacija bakterij seva Lb. salivarius ATCC 11741 v SGF je poslabšala sposobnosti 
vezave posameznih citokinov v primerjavi z bakterijami, ki so bile inkubirane v PBS pri 
pH 7.4 (slika 31). Sposobnost vezave citokinov se je zmanjšala z nižanjem pH-ja in s 
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prisotnostjo pepsina. Vezava IL-17A je bila v primerjavi z vezavo, doseženo z 
rekombinantnimi bakterijami seva L. lactis NZ9000, pri pH 3.0 skoraj nezaznavna, pri pH 
4.0 in 5.0 pa še vedno statistično signifikantna (69.1 % in 51.4 %; slika 31). Inkubacija v 
SGF je še dodatno zmanjšala že tako minimalno vezavo IL-23 pri pH 5.0 in 4.0, pri pH 3.0 
pa je ta bila skoraj nezaznavna. Vezava TNFα se je zmanjšala z znižanjem pH na 5.0, 




Slika 31: Delež citokinov IL-17, IL-23 in TNFα v raztopini po inkubaciji z bakterijami seva Lb. 
Salivarius ATCC 11741.  
Bakterije so bile obložene s fuzijskimi proteini z vključenimi vezalci citokinov IL-17, IL-23 ali TNFα, 
ali s kontrolnim gojiščem. Pred inkubacijo z izbranim citokinom smo jih inkubirali v SGF s pH 3.0, 4.0 
ali 5.0. Kot kontrolo smo uporabili PBS s pH 7.4. *** p<0.001 
Figure 31: ELISA-determined portion of IL-17A, IL-23 and TNFα relative to control that remained in 
the solution after incubation with Lb. salivarius ATCC 11741 cells coated with cytokine binders for IL-
17A, IL-23 or for TNFα. Cells were incubated in SGF with pH 3.0, 4.0 and 5.0 prior to incubation with 
cytokines. pH 7.4 denotes incubation in PBS and was used as a control. *** p<0.001 
 
5.2.7 Hkratno heterologno oblaganje bakterij seva Lb. Salivarius ATCC 11741 z več 
neimunoglobulinskimi vezalci citokinov  
1×109 bakterijskih celic  seva Lb. Salivarius ATCC 11741 smo inkubirali (obložili) z 
različnimi količinami tekočega gojišča posameznih rekombinantnih laktokokov, ki je 
vsebovalo neimunoglobulinske vezalce citokinov IL-17A, IL-23 ali TNFα. Nato smo 
določili stopnje navzkrižne vezave posameznih citokinov, dosežene z bakterijami seva L. 
salivarius ATCC 11741, obloženimi s posameznimi neimunoglobulinskimi vezalci. Obseg 
vezave smo normalizirali relativno glede na kontrolo in primerjali deleže vezanih citokinov 
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(slika 32). Z IL-17A vezavnim fuzijskim proteinom obloženi sev Lb. Salivarius ATCC 
11741 je signifikantno vezal tudi TNFα, kar kaže na morebitno sinergijo. 
 
Slika 32: Delež navzkrižne vezave posameznega citokina (IL-17A, IL-23 ali TNFα) na 1x109 celic Lb. 
Salivarius ATCC 11741, obloženih s posameznim neimunoglobulinskim vezalcem. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili Lb. Salivarius ATCC 11741 obložen s kontrolnim gojiščem. 
Koncentracije posameznih citokinov smo primerjali glede na kontrolo s pomočjo t testa. *:p<0.05, ** 
p<0.01, *** p<0.001. 
Figure 32: Cross-binding of all three cytokines by individual binder-coated Lb. salivarius ATCC 11741. 
Lb. salivarius ATCC 11741 coated with control media was used as negative control. Concentractions 
were compared to their respective control using Student’s t-test. *:p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
 
Lb. Salivarius ATCC 11741 smo hkrati obložili z mešanico vse treh neimunoglobulinskih 
vezalcev (Mix 0). Ob tem se je vezava IL-17A v primerjavi z bakterijo, obloženo samo z 
vezalcem IL-17A, poslabšala (slika 33). Podobno se je zgodilo tudi z vezavo TNFα. 
Vezavo IL-23 smo opazili tako pri bakterijiah seva Lb. Salivarius ATCC 11741, obloženih 
z individualnimi vezalci, kot tudi pri bakterijiah, obloženih z Mix 0 (slika 33). Z namenom 
dosega boljše vezave citokinov smo bakterije seva Lb. salivarius ATCC 11741 zato 
obložili še s tremi mešanicami z različnimi razmerji posameznih vezalcev (Mix 1, Mix 2 in 
Mix 3) in določili vezavo posameznih citokinov (Mix 1-3). Vezave posameznih citokinov, 
dosežene z bakterijami seva L. salivarius ATCC 11741, obloženimi z Mixom 2 in 3, so 
bile primerljive z vezavo, doseženo z bakterijami, obloženimi s posameznim vezalcem. 
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Slika 33: Deleži posameznih citokinov preostalih po inkubaciji z 1x109 celicami Lb. salivarius ATCC 
11741, obloženimi z različnimi mešanicami neimunoglobulinskih vezalcev.  
Sestave mešanice (mixov) so opisane v tabeli pod grafom. Koncentracije posameznih citokinov smo 
primerjali glede na kontrolo s pomočjo t testa. *: p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
Figure 33: Portions of  remaining cytokines relative to control after incubation with 1x109  Lb. 
salivarius ATCC 11741cells coated with different mixes of cytokine binders. Mixes compostions are 
described in the table bellow the graph. Individual cytokine concentrations were compared to their 
respective controls by using student’s t-test. *: p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 
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5.3 III. DEL: DOLOČANJE KONCENTRACIJE IL-17, IL-23 IN TNF-Α  V BIOPTIH 
PACIENTOV S CROHNOVO BOLEZNIJO ALI ULCEROZNIM KOLITISOM 
IN PRI ČLOVEŠKEM CELIČNEM MODELU  
5.3.1 Določanje koncentracije IL-17A, IL-23 in TNF-α v bioptih pacientov s CB ali     
UK 
Z metodo ELISA smo izmerili koncentracije IL-17, IL-23 in TNFα v gojišču po kultivaciji 
bioptov pacientov s KVČB. Koncentracije vseh citokinov so bile večje pri pacientih s CB, 
še posebej je bila povišana koncentracija IL-17A. Ponekod so bile koncentracije pod mejo 
detekcije (PMD) in jih nismo mogli določiti. Vezave citokinov s pomočjo bakterij s 
predstavljenimi neimunoglobulinskimi vezalci zaradi premajhne količine gojišča, 
pridobljenega pri kultivacji bioptov, nismo mogli testirati. 
 
Preglednica 25: Izmerjene koncentracije citokinov  









149 359,6 PMD 174,1 
150 476,31 59,35 87,2 
151 157,9 PMD 38,2 
152 433,87 66,44 156,1 
153 1271,9 PMD 3733,1 
154 991,37 57,8 2748,2 
155 536,9 18,24 1366,1 
156 507,8 37,7 1789 
157 125 61,2 89,4 
Ulcerozni kolitis 
167 65,6 21,9 57,7 
168 125,42 32,9 146,5 
169 146,43 36,02 31,1 
170 65,3 63,102 267,6 
171 64,1 PMD 199,8 
172 78 PMD 22,1 
173 124,2 29,07 479,4 
174 83,57 48,704 323,9 
175 106,2 74,72 72,1 
*PMD; pod mejo detekcije 
 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
97 
 
Slika 34: Koncentracije citokinov v gojišču po kultivaciji bioptov pacientov. A: CB. B: UK. 
Koncentracije v gojiščih bioptov pacientov s CB so bile v povprečju 6x višje kot pri bioptih pacientov z 
UK. 
Figure 34: Concentrations od cytokines in growth media after cultivation of  biopsy samples. A: CD. B: 
UC. Concentrations of cytokines were approximately 6-fold higher in patients with CD. 
 
5.3.2 Testiranje vezave IL-23 iz človeških monocitnih celic THP-1 na rekombinanto 
bakterijo seva L. lactis NZ9000, ki ima na površini predstavljen IL-23 vezavni 
fuzijski protein 
Celice THP-1 ob stimulaciji z LPS izražajo večje koncentracije IL-23. THP-1 celice smo 
24 ur stimulirali z LPS v dveh različnih koncentracijah (1 µg/mL in 2 µg/mL). Po 
stimulaciji smo supernatant inkubirali z 1010 bakterij seva L. lactis NZ9000 z na površini 
izraženim vezalcem za IL-23. Kot negativno kontrolo smo uporabili L. lactis NZ9000 s 
praznim plazmidom pNZ8148. Koncentracije preostalega IL-23 v supernatantu smo 
izmerili z metodo ELISA (slika 35). 
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Slika 35: Koncentracije IL-23 v supernatantu stimuliranih THP1 celic po inkubaciji z 
rekombinantnimi bakterijami seva  L. lactis NZ9000.  
1×1010 rekombinantnih bakterijskih celic seva L. lactis NZ9000 je imelo na površini predstavljen IL-23 
vezavni fuzijski protein. Kot kontrolo smo uporabili bakterije s praznim plazmidom pNZ8148. 
Koncentracije posameznih citokinov smo primerjali glede na kontrolo s pomočjo t testa. * p<0,001, ** 
p< 0,0005. 
Figure 35: Concentration of IL-23 in the supernatant of stimulated THP-1 cells after incubation with 
recombinant L. lactis. 1x1010 recombinant L. lactis NZ9000 displayed on their surface IL-23 binding 
fusion protein. L. lactis NZ9000 containing empty plasmid was used as a control. Concentrations of 
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6  RAZPRAVA  
Za KVČB, med katere prištevamo CB in UK, je značilno kronično vnetje črevesa 
neznanega vzroka. Predvideva se, da so KVČB posledica nepravilnega imunskega odziva 
na do sedaj še neopredeljen dejavnik okolja, najverjetneje na mikroorganizme v prebavnem 
traktu pri genetsko dovzetnem posamezniku. Pri CB je lahko vnet katerikoli del prebavne 
plasti, vnetje pa zajema vse plasti črevesne stene, medtem ko je pri UK praviloma 
praviloma prizadeto le debelo črevo in vnetje zajema le površino sluznice. Bolezni sta si 
podobni v kliničnem poteku, simptomih, znakih, v morfoloških značilnostih in v odzivnosti 
na protivnetna zdravila. Za zdravljenje oz. obvladovanje KVČB uporabljamo t.i 
tradicionalna zdravila (kot so derivati salicilne kisline, kortikosteroidi, imunosupresivi, 
antibiotiki), biološka zdravila, fekalno transplantacijo in v najhujših primerih tudi kirurško 
zdravljenje (de Mattos in sod., 2015). Kortikosteroidi so zdravilo izbora pri bolnikih s 
hudimi oblikami, vendar jih zaradi številnih neželenih učinkov ni mogoče uporabljati 
daljše obdobje (Ha in Khalil, 2015; Łodyga in sod., 2015). V zadnjih letih se je zaradi 
slabega obvladovanje KVČB s tradicionalnimi zdravili in razvoja tehnologije 
rekombinantne DNA močno povečalo število sodobnih bioloških zdravil, ki jih glede na 
mehanizem delovanja delimo na dve skupini, in sicer biološka zdravila proti provnetnim 
citokinom (najpogosteje uporabljena so protitelesa proti TNF-α) in na biološka zdravila, ki 
vplivajo na migracijo levkocitov in signalne mediatorje (de Mattos in sod., 2015; Simon in 
sod., 2016; Tuskey in Behm, 2014). Večletna sistemska uporaba bioloških in sodugih 
imunosupresivnih zdravil za zdravljenje hujših oblik KČVB je razkrila več neželenih 
učinkov, ki se kažejo v močno povečani verjetnosti razvoja oportunih okužb (tuberkuloze, 
hepatitisa) in nekaterih vrst raka (Ananthakrishnan in McGinley, 2013).  
 
Do nedavnega je veljalo, da naj bi bila CB posledica pretiranega Th1 imunskega odziva, 
UK pa imunskega odziva Th2. Danes vemo, da je v patologijo KVČB vpleten tudi Th17 
imunski odziv. Celice Th17 po aktivaciji z IL-23 in TNF-α proizvajajo družino citokinov 
IL-17 ter interlevkina IL-21 in IL-22 (Sarra in sod., 2010; Galvez, 2014). Citokina IL-17 in 
IL-23 zato predstavljata potencialno pomembni tarči za zdravljenje KVČB. Vpletenost 
Th17 imunskega odziva in IL-23 v patologijo KVČB potrjujejo tudi analize sluznice 
bolnikov s KVČB, v kateri so bile koncentracije IL-17 in IL-23 mnogo višje kot pri 
zdravih posameznikih (Zhang in Li, 2014; Cătană in sod., 2015).  
 
MKB predstavljajo privlačen sistem za dostavo različnih biološko aktivnih snovi v 
organizem. Njihovo delovanje je lahko lokalno ali sistemsko, aplikacija je enostavna 
(peroralna ali nazalna), preživijo pa tudi prehod skozi prebavni trakt (Wells, 2011). Prvi 
primer klinične študije z uporabo GS MKB kot živih dostavnih sistemov je bakterija vrste  
L. lactis, ki proizvaja in izloča protivnetni citokin IL-10. To rekombinantno bakterijsko 
vrsto so leta 2006 preizkusili v prvi fazi kliničnega testiranja na desetih bolnikih s CB, pri 
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čemer niso ugotovili neželenih stranskih učinkov. Uporabljeni sev je imel gen za timidilat 
sintazo (thyA) zamenjan s sinteznim humanim genom za IL-10, in zato ni bil sposoben 
preživetja izven gostiteljevega prebavnega trakta (Braat in sod., 2006; Rottiers in sod., 
2009).  
 
Drugi primer GS MKB za zdravljenje KVČB predstavljajo bakterije, ki citokin-vezavne 
proteine predstavljajo na svoji površini in s tem omogočajo nevtralizacijo provnetnih 
citokinov. Primer tovrstne bakterije predstavlja bakterija seva L. lactis NZ9000, ki na 
površini predstavlja nanotelo proti TNF-α (Vandenbroucke in sod., 2010) ali »Affibody« 
proti TNF-α. Zadnjo so sodelavci razvili v predhodnih študijah in preverili v klinični 
študiji na živalih (Ravnikar in sod., 2010). Pri bakteriji seva L. lactis NZ9000 se kot nosilni 
oz. vezavni protein za predstavitev na površini največkrat uporablja C-končni del 
laktokoknega proteina AcmA (cA) z LysM ponovitvami, ki se na površino veže 
nekovalentno. Za izločanje heterolognih proteinov iz celic pa se uporablja signalni peptid 
proteina Usp45 (Berlec in sod., 2011). Tovrstno površinsko predstavitev omogoča tudi 
plazmid pSDLBA3b, ki so ga kolegi razvili v predhodnih raziskavah (Ravnikar in sod., 
2010), uporabili pa smo ga tudi v okviru doktorskega dela.  
 
V okviru doktorske naloge smo zaradi številnih neželenih učinkov sistemskega zdravljenja 
KVČB razvili mlečnokislinske bakterije, ki na svoji površini predstavljajo različne citokin 
vezavne proteine in ki bi jih lahko uporabili za lokalno zdravljenje. Zaradi vloge Th17 
sistema pri patologiji KVČB smo kot tarči izbrali citokina IL-17 in IL-23, ki pri Th17 
sistemu igrata najpomembnejšo vlogo. Kot vezalca IL-17 in IL-23 smo najprej uporabili 
hipervariabilne dele monoklonskih protiteles (enoverižne variabilne fragmente) z afiniteto 
do IL-17A (1733LH) in do IL-23 (2350LH), ki so ju predhodno že uspešno izrazili v E. 
coli TG1 in izločili v gojišče (Mabry in sod., 2010). 
 
Aminokislinska zaporedja za enoverižne variabilne fragmente smo prevedli v nukleotidna 
zaporedja ob hkratni optimizaciji genskega koda za L. lactis in pripravili sintezne gene. V 
zaporedju si sledita lahka in težka veriga, ki sta ločeni z distančnikom, na koncu pa je 
dodana še histidinska oznaka z namenom lažje identifikacije in izolacije. Gene smo v 
bakteriji L. lactis izrazili z nadzorovanim sistemom za izražanje NICE (sev NZ9000). Za 
notranje izražanje smo uporabili plazmid pNZ8148, za površinsko predstavitev pa plazmid 
pSDLBA3b. Da bi vplivali na jakost vezave, smo po zgledu predhodnih študij v genskem 
konstruktu zamenjali zaporedji za lahko in težko verigo enoverižnih variabilnih 
fragmentov (gen za težko verigo na 5'-koncu in gen za lahko verigo na 3'-koncu) (Mabry in 
sod., 2010). Pri konstruktu 1733LH nam je zamenjava verig uspela (nastal je konstrukt 
1733HL), pri 2350LH pa zamenjava zaradi tehničnih težav ni bila uspešna. 
 
Da bi potrdili izražanje enoverižnih variabilnih fragmentov bakteriji seva L. lactis NZ9000, 
smo proteine celičnih lizatov po izražanju ločili na poliakrilamidni gelski EF v prisotnosti 
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NaDS. Z barvanjem s CBB enoverižnih variabilnih fragmentov nismo detektirali (v 
primerjavi z negativno kontrolo s praznim plazmidom ni bilo razlik), kar je najverjetneje 
posledica slabega izkoristka izražanja. To je sicer v nasprotju s predhodnimi poročili o 
izražanju enoverižnih variabilnih fragmentov v bakterijski vrsti E. coli. Smo pa enoverižne 
variabilne fragmente v celicah uspešno detektirali z metodo prenosa po westernu, pri kateri 
smo uporabili specifična protitelesa proti histidinski oznaki. Izražanje smo potrdili tako v 
notranjosti celic, kot tudi v obliki fuzijskega proteina za predstavitev na površini. 
Povprečna molekulska masa je ustrezala prej izračunani, in sicer okoli 28 kDa za proteine 
izražene v notranjosti, ter okoli 32 kDa za proteine predstavljene na površini (slika 13).  
 
Z metodo celocelične ELISE smo želeli s specifičnimi protitelesi proti histidinski oznaki 
potrditi prisotnost enoverižnih variabilnih fragmentov na površini rekombinantnih bakterij 
seva L. lactis NZ9000. Ugotovljene razlike v primerjavi s kontrolo niso bile statistično 
signifikantne, kar pripisujemo slabemu izkoristku izraženih proteinov, relativno slabi 
občutljivosti metode ali neuspešni translokaciji fuzijskega proteina na površino bakterij. 
Da bi posredno vseeno potrdili predstavitev enoverižnih variabilnih fragmentov na površini 
MKB, smo z metodo ELISA preverili zmožnost odstranitve dodanega standarda IL-17A 
oz. IL-23 z omenjenimi MKB. Ponovno signifikantne vezave citokinov na MKB nismo 
uspeli potrditi. 
 
Ker nam funkcionalnosti površinske predstavitve enoverižnih variabilnih fragmentov ni 
uspelo potrditi, nas je zanimalo, ali se enoverižni variabilni fragmenti izražajo v 
funkcionalni obliki v notranjosti celic. Zato smo z metodo afinitetne kromatografije z 
imobiliziranimi kovinskimi ioni izolirali enoverižne variabilne fragmente na podlagi 
histidinske oznake. Ob eluciji s spremembo pH so bile koncentracije eluiranih proteinov 
izredno nizke in jih nismo uspeli detektirati z barvanjem s CBB ali srebrom, smo pa 
njihovo prisotnost potrdili s prenosom po westernu in detekcijo s specifičnimi protitelesi 
(slika 16).  
 
Da bi povečali izkoristek izolacije proteinov, smo enoverižni variabilni fragment 2350LH 
(ki se je izražal v največji količini) ponovno izolirali z metodo afinitetne kromatografije z 
imobiliziranimi kovinskimi ioni, le da smo elucijo izvedli z imidazolom. Po 
poliakrilamidni gelski elektroforezi ob prisotnosti NaDS smo njegovo prisotnost v eluatih 
potrdili tako z barvanjem po srebru (slika 17A) kot s prenosom po westernu (slika 17B). 
Nato smo z metodo ELISA testirali zmožnost izoliranega enoverižnega variabilnega 
fragmenta 2350LH za vezavo IL-23. Sposobnost vezave smo potrdili s signifikantnimi 
razlikami v absorbanci v primerjavi z negativno kontrolo. 
 
Ker smo za enoverižna variabilna fragmenta 1733LH in 1733HL ugotovili slabo topnost 
pri pH 7.4 (protein je bil večinoma prisoten v netopni frakciji lizata), smo želeli preveriti 
vpliv pH na topnost. Bakterijske celice po ekspresiji smo zato resuspendirali v pufru z 
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različnimi pH-ji (7.0, 8.0, 9.0, 10.0). Pri tem smo ugotovili, da sta enoverižna variabilna 
fragmenta 1733LH in 1733HL najbolje topna pri pH 9.0 (slika 19). Izolacijo fragmentov 
1733LH in 1733HL z afinitetno kromatografijo z imobiliziranimi kovinskimi ioni smo zato 
izvedli z resuspendiranjem celic v pufru s pH 9.0. Na ta način smo uspeli izolirati večjo 
količino fragmentov 1733LH in 1733HL in potrditi signifikantno vezavo IL-17A z metodo 
ELISA. Ob tem je enoverižni variabilni fragment 1733LH v primerjavi s 1733HL 
izkazoval nekoliko močnejšo vezavo. 
 
V prvem delu doktorskega dela smo tako uspeli izraziti funkcionalne vezalce (enoverižne 
variabilne fragmente) proti IL-17A in IL-23 v notranjosti bakterij seva L. lactis NZ9000 in 
jih izolirati. Opazili smo, da učinkovitost izolacije lahko izboljšamo s povišanjem pH. Ker 
pa je bila koncentracija izraženih proteinov zelo majhna in predstavitve na površini nismo 
uspeli potrditi, razvite rekombinantne bakterije niso primerne za dostavo vezalcev 
citokinov v prebavni trakt.  
 
Zato smo se v okviru osnovne hipoteze doktorskega dela, kjer smo predvideli pripravo 
funkcionalnega vezalca za IL-17 ali IL-23, odločili za alternativni pristop z uporabo 
alternativnih vezavnih proteinov (neimunoglobulinskih ogrodij) namesto hipervariabilnih 
delov monoklonskih protiteles, osnovni načrtovani sistem pa je ostal nespremenjen. 
 
Neimunoglobulinski vezalci kot ogrodje uporabljajo afinitetne proteine, ki jih je moč 
spremeniti v knjižnico proteinskih vezalcev z randomizacijo vezavne površine. Iz širokega 
nabora vezalcev je nato mogoče izolirati specifični vezalec z uporabo kvasne, bakterijske, 
fagne ai ribosomske predstavitve. Takšne vezalce, ki ne temeljijo na imunoglobulinih, 
imenujemo neimunoglobulinski vezalci. V primerjavi s protitelesi so manjši, stabilnejši in 
pogosto brez disulfidnih vezi, kar olajša njihovo izražanje v bakterijskih gostiteljskih 
sistemih.  
 
V okviru doktorskega dela smo v njegovem drugem delu kot vezalec citokina IL-17A 
uporabili IL-17A vezavni finomer, ki so ga raziskovalci v predhodnih raziskavah uspešno 
izrazili v citosolu bakterijske vrste E. coli. Ustrezen finomer so iz finomerne knjižnice 
pridobili s tehnologijo bakteriofagnega prikaza. Vezavo IL-17A na IL-17A-vezavni 
finomer so uspešno potrdili v in vitro in in vivo poizkusih (Silacci in sod., 2014). Kot 
vezalec citokina IL-23 smo uporabili adnektin, ki je bil razvit proti IL-23 in se selektivno 
veže na p19 podento receptorja za IL-23 in tako selektivno blokira delovanje IL-23 (ne pa 
tudi IL-12) in zavira le Th17 imunski odziv ne pa tudi Th1 imunskega odziva 
(Ramamurthy in sod., 2012). 
 
Oba vezalca citokinov smo na površini bakterij seva L. lactis NZ9000 ponovno predstavili 
ob uporabi plazmida pSDLBA3b kot fuzijska proteina s C-končnim delom laktokoknega 
proteina AcmA (cA) in signalnim peptidom proteina Usp45. Zaporedje genov smo 
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pridobili ob upoštevanju laktokokne uporabe kodonov. Hkrati smo v genski konstrukt 
uvedli restrikcijska mesta, ki so nam olajšala nadaljnja kloniranja, ter histidinsko oznako, 
ki je nato omogočala lažjo detekcijo rekombinantnega proteina. 
 
Izražanje obeh citokin-vezavnih fuzijskih proteinov smo potrdili z metodo prenosa western 
in uporabo protiteles proti histidinski oznaki. Ker sta oba fuzijska proteina relativno 
bazična (predviden pI nad 9.0), je bila migracija proteinov na elektroforeznem gelu 
počasnejše, kot smo pričakovali in navidezna molekulska masa večja od izračunane (34,3 
kDa za fuzijski protein s finomerom in 38,8 kDa fuzijski protein z adnektinom; oba z 
vključenim signalnim peptidom). Protein z odstranjenim signalnim peptidom smo pri 
fuzijskem proteinu s finomerom opazili v obliki dodatne lise z nižjo molekulsko maso. Pri 
fuzijskem proteinu z adnektinom lisa z nižjo molekulsko maso najverjetneje predstavlja 
razgradni produkt, kar bi lahko razložilo tudi slabšo vezavno kapaciteto IL-23, ki jo bomo 
obravnavali v nadaljevanju. 
 
Predstavitev citokin vezavnih fuzijskih proteinov na površini MKB smo potrdili 
indirektno. Določali smo, ali bakterije s predstavljenim IL-17A- ali IL-23-vezavnim 
proteinom lahko iz raztopine odstranijo ustrezen citokin. MKB, ki so na površini izražale 
IL-17A-vezavni fuzijski protein, so iz raztopine vezale skoraj ves IL-17 (97,5 %) (slika 
25). Vezava je bila odvisna od količine bakterijskih celic, vendar še vedno signifikantna, 
ko smo število bakterijskih celic zmanjšali za 500-krat ( 57,7 %). Odstotek vezanega IL-
17A je ostal približno enak tudi potem, ko smo enakemu številu bakterijskih celic dodali 
znatno večjo koncentracijo IL-17A (91 %-97,5 %) (slika 26). Inkubacija v želodčnem soku 
je sposobnost vezave IL-17A zmanjšala, ne pa popolnoma zavrla. Vezava je bila 
signifikantna tudi pri najnižjem testiranem pH (pH 3.0), kar kaže na to, da so na površini 
predstavljeni citokin-vezavni fuzijski proteini delno odporni na proteolitično razgradnjo in 
denaturacijo pri nizkem pH-ju (slika 27), kar je v skladu s predhodnimi poročili (Ravnikar 
in sod., 2010; Horii in sod., 2009). 
 
Vezava IL-23 je bila v primerjavi z vezavo IL-17A mnogo slabša (statistično 
nesignifikantna), a še vedno opazna. Zaradi podobnosti med neimunoglobulinskima 
vezalcema v nivoju izražanja, velikosti (58 AK finomer, 94 AK adnektin), odsotnosti 
disulfidnih vezi in podobnih vezavnih konstantah (KD) (finomer 1,8 nM, adnektin 2,0 nM 
(Silacci in sod., 2014; Ramamurthy in sod., 2012; Jonsson in sod., 2009), nižjo stopnjo 
vezave pripisujemo steričnim oviram, neugodnim konformacijam ali/in razgradnji fuzijskih 
proteinov. Da bi se izognili steričnim oviram, smo v nadaljevanju odstranili histidinsko 
oznako iz genskega konstrukta adnektina, kar je stopnjo vezave citokina IL-23 malce 
izboljšalo, še vedno pa nismo dosegli statistično signifikantnih razlik (slika 28). 
 
Zaradi splošnega neodobravanja GSO v Evropi in zelo zapletenih postopkov registracije 
rekombinantnih organizmov, smo se odločili dodatno, izven osnovnih hipotez, uporabiti še 
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nerekombinantni pristop predstavitve na površini. Ta predstavlja srednjo pot med 
rekombinantnimi bakterijami in BLP, pri kateri rekombinantno pridobljene proteine 
nekovalentno vežemo na površino gensko nespremenjenih MKB ali na BLP (Wyszyńska 
in sod., 2015). Da bi izbrali najustreznejšo MKB, smo IL-17A-vezavni fuzijski protein, ki 
ga je v gojišče izločil rekombinantni sev L. lactis NZ9000, po odstranitvi celic proizvajalk 
preko sidrne domene proteina AcmA vezali na dve različni vrsti iz rodu Lactobacillus. 
Poleg seva Lb. salivarius ATCC 11741, ki je zmožen nadpovprečne površinske vezave 
proteinov, ki vsebujejo cA (Zadravec in sod., 2015b), smo glede na pretekle raziskave 
testirali še vezavo na sev L. plantarum ATCC 8014. Sev Lb. salivarius ATCC 11741, 
obložen z vezavnimi proteini, je vezal 97,7 % IL-17A, sev Lb. plantarum ATCC 8014 pa 
le 80,6 % (slika 29). Zato smo za hkratno oblaganje z različnimi citokin-vezavnimi 
neimunoglobulinskimi ogrodji v nadaljevanju uporabili sev Lb. salivarius ATCC 11741.  
 
V okviru doktorske naloge smo na površini bakterij seva Lb. salivarius ATCC 11741 poleg 
IL-17 vezavnega finomera in IL-23 vezavnega adnektina predstavili še TNF-α vezavni 
konstrukt »Affibody«, ki je bil predhodno pripravljen na Institutu Jozefa Stefana. TNF-α 
vezavni konstrukt »Affibody« smo k poskusom dodali z namenom tesiranja primerjave 
moči vezave med testiranimi citokini, ter možnosti potencialne vključitve vezalcev  TNFα 
v nadaljevanju.Vezalci citokinov so se na površino bakterij seva Lb. salivarius ATCC 
11741 vezali preko C-terminalnega dela proteina AcmA. Vezava vseh treh citokinov je 
bila statistično signifikantna (slika 30), vključno z vezavo IL-23 (povprečno 26,7%; slika 
30B), ki pri površinski predstavitvi na laktokokih ni bila statistično signifikantna. Tudi 
vezava TNFα je bila obsežnejša (povprečno 79%; slika 30C) kot pri površinski predstavitvi 
na laktokokih, le vezava IL-17A je bila nekoliko slabša (povprečno 78,3%; slika 30A). 
Vezava IL-17A se je manjšala z manjšanjem volumna dodanega gojišča, ki je vsebovalo 
IL-17A vezavne fuzijske proteine, vendar je to postalo bolj opazno šele pri inkubaciji z 
zelo majhnimi volumni (0,1 mL; slika 30). Vezava IL-23 je bila manj ponovljiva, se je pa 
prav tako manjšala z manjšanjem volumna dodanega gojišča, ki je vsebovalo IL-23-
vezavne fuzijske proteine (slika 30B). Vezava TNFα je bila neodvisna od volumna 
dodanega gojišča vse do zmanjšanja le-tega na 0,5 mL (slika 30C). 
 
Da bi se čim bolj približali realnim razmeram prebavnega trakta, kjer eno večjih ovir 
predstavlja prehod skozi želodec zaradi velikega padca pH, smo s citokin vezavnimi 
fuzijskimi proteini obložene bakterije seva Lb. salivarius ATCC 11741 inkubirali v SGF 
pri pH 5.0, 4.0 in pri pH 3.0 ter stopnjo vezave primerjali s bakterijami inkubiranimi v PBS 
pri pH 7.4. Sposobnost vezave citokinov se je z nižanjem pH-ja in s prisotnostjo pepsina 
zmanjšala. Vezava IL-17A je bila v primerjavi z vezavo, doseženo z rekombinantnim 
sevom L. lactis NZ9000, pri pH 3.0 skoraj nezaznavna, pri pH 4.0 in 5.0 pa še vedno 
statistično signifikantna ( 69,1% in 51,4; slika 31). Vezavo TNFα smo primerjali s podatki 
iz literature o TNFα-vezavnem Affibody-u, predstavljenem na površini bakterije seva L. 
lactis NZ9000 in prav tako opazili zmanjšanje vezave pri znižanju pH na 5.0. Vezava je 
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nato ostala med 25-30 % tudi med nadaljnjim nižanjem pH (slika 31) (Ravnikar in sod., 
2010). Tudi vezava IL-23 se je po inkubaciji v SGF močno zmanjšala, pri pH 3.0 je bila 
skoraj nezaznavna. Ta dejstva kažejo na to, da so fuzijski proteini, predstavljeni na 
površini ne-GSO bakterij, bolj izpostavljeni nizkemu pH in pepsinu, kot rekombinanto 
izraženi proteini, ki so lahko med procesom translokacije usidrajo globlje v peptidoglikan, 
s čimer so dodatno zaščiteni. Seveda bi bile za nedvoumno potrditev teh opažanj potrebne 
nadaljnje raziskave. 
 
Velika prednost predstavitve heterolognih proteinov na površini ne-GSO bakterij je ta, da 
jih lahko enostavno predstavimo več hkrati. Na ta način bi lahko pri zdravljenju KVČB 
naenkrat lokalno in ciljano odstranili več provnetnih citokinov (IL-17A, IL-23 in TNFα) iz 
vnetega prebavnega trakta. V sklopu doktorske naloge smo tako izvedli prvo hkratno 
predstavitev treh citokin vezavnih fuzijskih proteinov na površini MKB. Z namenom 
ugotovitve sinergističnega delovanja, smo najprej testirali navzkrižne vezave citokinov z 
bakterijami seva Lb. salivarius ATCC 11741, obloženimi s posameznim vezalcem 
citokinov IL-17A, IL-23 ali TNFα. Z IL-17A vezavnim fuzijskim proteinom obloženi Lb. 
salivarius ATCC 11741 je signifikantno vezal tudi TNFα, kar kaže na morebitno sinergijo 
(slika 32). Glede na to smo se odločili pripraviti Lb. Salivarius ATCC 11741 obložen z 
vsemi tremi vezalci citokinov hkrati, z namenom doseganja še močnejše vezave vnetnih 
citokinov. Ob tem se je vezava IL-17A v primerjavi z bakterijo seva L. salivarius ATCC 
11741, obloženo samo z vezalcem IL-17A, poslabšala, enako pa se je zgodilo tudi z 
vezavo TNFα. Da bi dosegli primerljivo vezavo določenega citokina na bakterijo seva Lb. 
salivarius ATCC 11741, hkrati obloženo z več vezalci citokinov, smo pripravili in testirali 
več po deležu različnih mešanic vezalcev citokinov ( Mix 0, Mix 1, Mix 2 in Mix 3). 
Vezave posameznih citokinov, ki smo jih dosegli z bakterijami seva Lb. Salivarius ATCC 
11741, obloženimi z mešanicama Mix 2 in Mix 3, so bile primerljive z vezavo, doseženo z 
tistimi obloženimi s posameznim vezalcem (slika 33). 
 
Pridobljene bakterijske vezalce smo v okviru tretjega dela doktorskega dela želeli uporabiti 
za odstranitev citokinov, ki bi jih pri gojenju ex vivo sproščali vzorci bioptov, odvzeti iz 
vnetega tkiva pacientov s KVČB. Biopte pacientov s KVČB smo uspeli pridobiti in jih 
gojiti v ex vivo pogojih. V gojiščih gojenih bioptov smo z metodo ELISA izmerili povišane 
koncentracije IL-17, IL-23 in TNFα. Te so bile pri pacientih s CB še približno šestkrat 
večje kot pri pacientih z UK, kar je v skladu s pričakovanji (Nemeth in sod., b. d.). Na 
žalost količina gojišča, pridobljena pri gojenju posameznih bioptov, ni zadostovala za 
testiranje vezave s citokin-vezavnimi bakterijami, saj ni omogočala izvedbe ELISA v 
dovolj velikem številu ponovitev, pri katerih bi lahko pridobili statistično signifikantne 
rezultate. 
 
Z namenom testiranja vezave pri pogojih podobnih realnim, smo nagojili monocitno 
celično linijo THP-1, ki smo jo nato stimulirali z LPS, pri čemer je prišlo do povečanega 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
106 
izražanja IL-23. V tako pridobljenem supernatantu smo testirali vezavo IL-23 na 
rekombinantne bakterije seva L. lactis NZ9000, ki so imele na površini predstavljen IL-23 
vezavni fuzijski protein. Vezava je bila statistično signifikantna (slika 35). 
 
V okviru doktorskega dela smo tako v mlečnokislinskih bakterijah izrazili različne vezalce 
citokinov. Osredotočili smo se predvsem na citokina Th17 imunskega odziva, IL-17 in IL-
23, ki imata potrjeno vlogo v patogenezi KVČB, a zaenkrat še nista uspešno uporabljena 
kot tarča terapije. Funkcionalne enoverižne variabilne fragmente protiteles smo izrazili v 
zelo majhni količini, ki ne bi bila primerna za njuno dostavo na sluznične površine s 
pomočjo MKB. Nasprotno smo zelo učinkovito izrazili in na površini predstavili vezalca 
na osnovi neimunoglobulinskih ogrodij finomer in adnektin, ki imata manjšo molekulsko 
maso in učinkovitejše zvijanje v bakterijskem gostiteljskem sistemu. Posebno učinkovito 
vezavo smo dosegli z bakterijami, ki so na površini predstavljale finomer, s katerimi smo 
odstranili večino (več kot 90 %) citokina IL-17. Dodatno smo z enostavnim oblaganjem 
gensko nespremenjenih bakterij z izrabljenim gojiščem laktokokov pridobili 
nerekombinantne vezalce citokinov, ki so sprejemljivejši z regulatornega stališča. 
Omenjeni pristop je omogočil oblaganje z vezalci treh različnih citokinov hkrati (dodatno 
še s predhodno razvitim vezalcem TNFα). Dokazali smo, da so na ta način pripravljene 
bakterije sposobne vezave vseh treh testiranih citokinov. To predstavlja velik potencial za 
zdravljenje KVČB, saj je bila v preteklosti ravno redundanca med različnimi citokini 
odgovorna za neuspeh terapevtskih pristopov, ki so ciljali le posamezne citokine. V 
prihodnosti bo potrebno razvite bakterije testirati na biološko relevantnih modelih KVČB. 
V okviru doktorskega dela smo uspešno vzpostavili tudi ex vivo gojenje bioptov vnetega 
črevesnega tkiva pacientov s KVČB, vendar količina gojišča ni zadoščala za statistično 
relevantno testiranje z bakterijami, pač pa le za določitev koncentracije citokinov. V 
prihodnosti bi bilo potrebno spremeniti protokol gojenja bioptov, uporabiti ustrezne celične 
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7 SKLEPI 
V okviru doktorske naloge smo delno potrdili osnovno hipotezo doktorske naloge, saj smo  
pripravili rekombinantne laktokokne seve, ki so na svoji površini stabilno izražali 
hipervariabilni del monoklonskega protitelesa z afiniteto do IL-17 oz. IL-23, niso pa kazali 
željene moči vezave. Z namenom izboljšanja vezave provnetnih citokinov  smo zato 
uporabili neimunoglobulinska ogrodja (vezalce) namesto hipervariabilnih delov 
monoklonskih protiteles, jih stabilno izrazili na površini MKB, potrdili vezavo IL-17 in IL-
23 ter s tem idejo osnovne hipoteze potrdili z drugim pristopom. 
 
Potrdili smo prvo hipotezo doktorske naloge, saj so pridobljeni rekombinantni laktokokni 
sevi »in vitro« vezali IL-17 oz. IL-23. 
 
Potrdili smo tudi drugo hipotezo doktorske naloge, saj smo v pogojih »in vitro« dosegli 
stabilnost na prebavni sok, ki je vseboval standardno mešanico proteaz, pufrov ter ostalih 
encimov. 
 
Delno smo potrdili tudi tretjo hipotezo doktorske naloge, v kateri smo predpostavili, da bo 
izbran probiotični sev uspešno vezal IL-17 oz IL-23 iz supernatanta, pridobljenega po ex 
vivo gojenju primarnih bioptov, kirurško pridobljenih v procesu biopsije. Koncentracije 
citokinov smo uspešno izmerili, njihova količina pa ni dopuščala testiranja vezave 
provnetnih citokinov na izbrane rekombinantne in nerekombinante MKB. Zato smo 
dodatno potrdili vezavo IL-23, izločenega iz THP-1 celic, na rekombinantni sev L. lactis 
NZ9000 z na površini predstavljenim IL-23-vezavnim fuzijskim proteinom. 
 
Dodatno smo, izven osnovnih hipotez, uspešno uporabili tudi nerekobinantni pristop 
predstavitve na površini, s katerim smo na površino nespremenjenih MKB (Lb. salivarius 
ATCC 11741) preko sidrne domene proteina AcmA vezali vezavne proteine na osnovi 
neimunoglobulinskih ogrodij. Poleg vezalcev IL-17 in IL-23 smo na površini predstavili še 
TNFα vezavni protein »Affibody«, ki je bil predhodno pripravljen na IJS. Tudi z 
nerekombinantnim pristopom površinske predstavitve smo dosegli vezavo IL-17 in IL-23, 
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8 POVZETEK  ( SUMMARY) 
8.1 POVZETEK  
Za KVČB, med katere prištevamo CB in UK, je značilno kronično vnetje črevesja 
neznanega vzroka. Za zdravljenje KVČB uporabljamo predvsem t.i. tradicionalna zdravila 
(derivati salicilne kisline, kortikosteroidi, imunosupresivi, antibiotiki) in biološka zdravila, 
ki delujejo sistemsko. Večletna sistemska uporaba bioloških in drugih immunosupresivnih 
zdravil za zdravljenje je razkrila kar nekaj neželenih učinkov, ki se kažejo v močno 
povečani verjetnosti razvoja oportunih okužb  in nekaterih vrst raka. 
 
V okviru doktorske naloge smo zato razvili MKB, ki na svoji površini predstavljajo 
različne citokin-vezavne proteine in bi jih lahko uporabili za lokalno zdravljenje. Zaradi 
vloge Th17 sistema pri patologiji KVČB smo kot tarči izbrali citokina IL-17 in IL-23. Kot 
vezalca IL-17 in IL-23 smo najprej uporabili hipervariabilne dele monoklonskih protiteles 
(enoverižne variabilne fragmente) z afiniteto do IL-17A (1733LH) in do IL-23 (2350LH). 
Ob vezalca citokinov smo na površini bakterij seva L. lactis NZ9000 predstavili ob uporabi 
plazmida pSDLBA3b kot citokin vezavna proteina z C-končnim delom laktokoknega 
proteina AcmA (cA) in signalnim peptidom proteina Usp45. Hipervariabilni deli 
monoklonskih protiteles se niso izkazali kot primerni za dostavo vezalcev citokinov v 
prebavni trakt. Zato smo v drugem delu doktorske naloge kot vezalec za IL-17A uporabili 
IL-17A-vezavni finomer (FIN17), kot  vezalec za IL-23 pa IL-23-vezavni adnektin 
(ADN23), ki smo jih na površini L. lactis NZ9000 predstavili na enak način kot enoverižne 
variabilne fragmente. Izražanje obeh citokin-vezavnih fuzijskih proteinov smo potrdili z 
metodo prenosa western in uporabo protiteles proti histidinski oznaki. Vezavo citokinov na 
rekombinantne bakterije smo testirali in potrdili s metodo ELISA. Stopnjo vezave IL-23 
smo izboljšali z odstranitvijo histidinsko oznako iz genskega konstrukta. Zaradi splošnega 
neodobravanja GSO smo IL-17A in IL-23 vezavne fuzijske proteine, ki so jih v posamezno 
gojišče izločile rekombinantne bakterije, po odstranitvi celic proizvajalk preko sidrne 
domene proteina AcmA vezali na gensko nespremenjeno bakterijo seva Lb. salivarius 
ATCC 11741. Z namenom vezave širšega spektra citokinov smo na površini bakterij seva 
Lb. Salivarius ATCC 11741 predstavili še TNF-α vezavni Affibody ter preverili morebitno 
sinergistično delovanje med posameznimi vezalci citokinov, nato pa pripravili mešanico 
vseh treh vezalcev citokinov in izvedli prvo hkratno predstavitev treh citokin vezavnih 
fuzijskih proteinov na površini MKB. Inkubacija rekombinantnih in nerekombinantnih 
bakterij z vezalci citokinov v SGF pri pH 5.0, 4.0 in pri pH 3.0 je sposobnost vezave 
citokinov zmanjšala, ne pa zavrla. V sklopu doktorske naloge smo tako razvili 
nerekombinantno bakterijo s tremi različnimi vezalci citokinov, ki bi jo lahko uporabili za 
lokalno, ciljano zdravljenje KVČB. 
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8.2 SUMMARY 
IBD, that include CD and UK, are chronic relapsing inflammatory disorders of the 
gastrointestinal tract. For the treatment of IBD traditional drugs (corticosteroids, 
immunosuppressant’s) and novel biological drugs (targeting mostly TNFα) are used. 
Through the recent years the systemic neutralization of proinflammatory cytokines has 
shown many unwanted adverse effects such as a high increase in opportunistic infections 
and in some types of cancer.  
 
Within doctoral dissertation we have developed recombinant lactic acid bacteria with 
cytokine binders displayed on their surface. We targeted cytokine IL-17 and IL-23 due to 
their involment of Th17 immune response in IBD pathology. Firstly, we used single chain 
variable fragments (ScFv) directed against IL-17A (1733LH) and IL-23 (2350LH), that 
had poor functionality. They were therefore replaced with IL-17A-binding fynomer 
(FIN17) and IL-23-binding adnecitine (ADN23). Genes for 1733LH,  2350LH, FIN17 and 
ADN23 in fusion with His-tag were cloned into our proprietary surface display plasmid 
(pSDLBA3b) and expressed in L. lactis NZ9000 as fusion proteins with LysM-containing 
C-terminus of AcmA and Usp45 secretion signal. Fynomer and adnectin fusion proteins 
were detected on western blot by specific anti-His antibodies. The binding of IL-17A and 
IL-23 by recombinant L. lactis NZ9000 was evaluated by ELISA. IL-23 binding was 
improved by removing His-tag from the genetic construct. Due to poor acceptance of 
GMOs, we used an alternative route for surface display in which L. lactis NZ9000 
producer cells were removed, and its fusion protein-containing growth media were used for 
coating of genetically non-modified Lb. salivarius ATCC11741.To broaden the spectra of 
cytokine binders we also expressed a recently developed TNF-α binding Affibody and 
used it for coating to test synergistic actions of mutiple cytokine binders. All three cytokine 
binders were used for coating of Lb. salivarius ATCC 11741 and simultaneous display of 
three different cytokine-binding proteins on the surface of LAB was demonstrated for the 
first time. Both L. lactis NZ9000 and Lb. salivarius ATCC 11741 with surface-displayed 
proteins retained some binding capacity after incubation in SGF at pH 5.0, pH 4.0 and pH 
3.0. Within this doctoral dissertation we developed non-GMO bacteria with three different 
cytokine binders displayed on its surface that can be suggested as a new potential local 
treatment for IBD.    
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PRILOGA A 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733LH in 2350LH v plazmidu pNZ8148 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733LH v pNZ8148 
pNZ-1733LH.     ACTCACCATGGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGNCTGTTGGAGA 60 
1733LH.         -----CCATGGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGA 55 
                     ******************************************** ********** 
 
pNZ-1733LH.     TACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCA 120 
1733LH.         TACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCA 115 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     GCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGG 180 
1733LH.         GCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGG 175 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     TGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTC 240 
1733LH.         TGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTC 235 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     ATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGAC 300 
1733LH.         ATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGAC 295 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     TTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGG 360 
1733LH.         TTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGG 355 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     AGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCT 420 
1733LH.         AGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCT 415 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     CGTACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCC 480 
1733LH.         CGTACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCC 475 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     GTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATAT 540 
1733LH.         GTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATAT 535 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     CTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTC 600 
1733LH.         CTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTC 595 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     TCGCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATAC 660 
1733LH.         TCGCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATAC 655 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     TGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGA 720 
1733LH.         TGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGA 715 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     CATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTGAGCTCCATCACCATCATCATCA 780 
1733LH.         CATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTGAGCTCCATCACCATCATCATCA 775 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733LH.     TTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCANAATTAGAANACCAAGGCTTGAAACGT 840 
1733LH.         TTAATCTAGA-------------------------------------------------- 785 
                **********        
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Poravnava nukleotidnih zaporedij 2350LH v pNZ8148 
pNZ-2350LH.     CTCACCATGGCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCGTTAGCGGTAGTCCAGGACAA 60 
2350LH.         ----CCATGGCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCGTTAGCGGTAGTCCAGGACAA 56 
                    ******************************************************** 
 
pNZ-2350LH.     TCTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTGGAGGATATAATTACGTTTCA 120 
2350LH.         TCTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTGGAGGATATAATTACGTTTCA 116 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     TGGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGATTTATGAAGTGTCAAATCGT 180 
2350LH.         TGGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGATTTATGAAGTGTCAAATCGT 176 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     CCATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTGGTAATACGGCATCATTGACT 240 
2350LH.         CCATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTGGTAATACGGCATCATTGACT 236 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     ATATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACTGTTCTTCATATACAAGTTCC 300 
2350LH.         ATATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACTGTTCTTCATATACAAGTTCC 296 
                *********************************************************** 
 
pNZ-2350LH.     TCTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCACCGTTTTACTCGAGGGAGGG 360 
2350LH.         TCTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCACCGTTTTACTCGAGGGAGGG 356 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     GGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTGTTA 420 
2350LH.         GGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTGTTA 416 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     GAAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTTAGACTCTCATGTGCTGCTAGC 480 
2350LH.         GAAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTTAGACTCTCATGTGCTGCTAGC 476 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     GGCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGGCAAGCCCCAGGAAAAGGATTG 540 
2350LH.         GGCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGGCAAGCCCCAGGAAAAGGATTG 536 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     GAATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACTAAGTATGCAGATTCAGTCAAG 600 
2350LH.         GAATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACTAAGTATGCAGATTCAGTCAAG 596 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     GGTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACCCTATATCTTCAGATGAATAGT 660 
2350LH.         GGTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACCCTATATCTTCAGATGAATAGT 656 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     TTGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAAGATTTAGGTGGTGGATATTAT 720 
2350LH.         TTGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAAGATTTAGGTGGTGGATATTAT 716 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     TATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTAGTTACAGTGTCTTCAGAGCTC 780 
2350LH.         TATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTAGTTACAGTGTCTTCAGAGCTC 776 
                ************************************************************ 
 
pNZ-2350LH.     CATCACCATCATCATCATTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAN 840 
2350LH.         CATCACCATCATCATCATTAATCTAGA--------------------------------- 803 
                ***************************         
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PRILOGA B 
 
Menjava lahke in težke verige ter kloniranje v plazmid pJET 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733HC in pJET-1733HC (HC-težka veriga) 
  
1733HC.           -------------------CCATGGGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGT 41 
pJET-1733HC.      TCGAGTTTTTNAGCAGATACCATGG-AAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGT 58 
                                     ****** ********************************** 
 
1733HC.           ACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTA 101 
pJET-1733HC.      ACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTA 118 
                  ************************************************************ 
 
1733HC.           TAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTA 161 
pJET-1733HC.      TAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTA 178 
                  ************************************************************ 
 
1733HC.           TTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCG 221 
pJET-1733HC.      TTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCG 238 
                  ************************************************************ 
 
1733HC.           CGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGC 281 
pJET-1733HC.      CGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGC 298 
                  ************************************************************ 
 
1733HC.           AATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACAT 341 
pJET-1733HC.      AATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACAT 358 
                  ************************************************************ 
 
1733HC.           TTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTCTCGAG-------------------- 381 
pJET-1733HC.      TTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTCTCGAGTATCTTTCTAGAAGATCTCC 418 
                  ****************************************                     
 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733LC in pJET-1733LC (LC-lahka veriga) 
 
1733LC.           --------------GGTACCGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGT 46 
pJET-1733LC.      TTTTNNAGCAGATAGGTACCGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGT 60 
                                ********************************************** 
 
1733LC.           CTGTTGGAGATACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAG 106 
pJET-1733LC.      CTGTTGGAGATACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAG 120 
                  ************************************************************ 
 
1733LC.           CCTGGTTCCAGCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACT 166 
pJET-1733LC.      CCTGGTTCCAGCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACT 180 
                  ************************************************************ 
 
1733LC.           TACAAAGTGGTGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTA 226 
pJET-1733LC.      TACAAAGTGGTGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTA 240 
                  ************************************************************ 
 
1733LC.           CAATAAGTTCATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTT 286 
pJET-1733LC.      CAATAAGTTCATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTT 300 
                  ************************************************************ 
 
1733LC.           TTCCTTTGACTTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAAGAGC--------------- 331 
pJET-1733LC.      TTCCTTTGACTTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCAATCTTTCTAGAA 360 
                  *********************************************                
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Poravnava nukleotidnih zaporedij 2350HC in pJET-2350HC (2350HC-težka veriga) 
 
2350HC.             CCATGGGAAGTTCAATTGTTAGAAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTT 60 
pJET-2350HC.        -------AAGTTCAATTGTTAGAAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTT 53 
                           ***************************************************** 
 
2350HC.             AGACTCTCATGTGCTGCTAGCGGCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGG 120 
pJET-2350HC.        AGACTCTCATGTGCTGCTAGCGGCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGG 113 
                    ************************************************************ 
 
2350HC.             CAAGCCCCAGGAAAAGGATTGGAATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACT 180 
pJET-2350HC.        CAAGCCCCAGGAAAAGGATTGGAATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACT 173 
                    ************************************************************ 
 
2350HC.             AAGTATGCAGATTCAGTCAAGGGTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACC 240 
pJET-2350HC.        AAGTATGCAGATTCAGTCAAGGGTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACC 233 
                    ************************************************************ 
 
2350HC.             CTATATCTTCAGATGAATAGTTTGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAA 300 
pJET-2350HC.        CTATATCTTCAGATGAATAGTTTGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAA 293 
                    ************************************************************ 
 
2350HC.             GATTTAGGTGGTGGATATTATTATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTA 360 
pJET-2350HC.        GATTTAGGTGGTGGATATTATTATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTA 353 
                    ************************************************************ 
 
2350HC.             GTTACAGTGTCTTCACTCGAG--------------------------------------- 381 
pJET-2350HC.        GTTACAGTGTCTTCACTCGAGAATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCC 413 
                    *********************                                        
 
                         
Poravnava nukleotidnih zaporedij 2350LC in pJET-2350LC v (LC-lahka veriga) 
 
pJET-2350LC.       TGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATAGGTACCC--AGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCG 58 
2350LC.            ------------------------GGTACCCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCG 36 
                                           *******  *************************** 
 
pJET-2350LC.       TTAGCGGTAGTCCAGGACAATCTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTG 118 
2350LC.            TTAGCGGTAGTCCAGGACAATCTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTG 96 
                   ************************************************************ 
 
pJET-2350LC.       GAGGATATAATTACGTTTCATGGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGA 178 
2350LC.            GAGGATATAATTACGTTTCATGGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGA 156 
                   ************************************************************ 
 
pJET-2350LC.       TTTATGAAGTGTCAAATCGTCCATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTG 238 
2350LC.            TTTATGAAGTGTCAAATCGTCCATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTG 216 
                   ************************************************************ 
 
pJET-2350LC.       GTAATACGGCATCATTGACTATATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACT 298 
2350LC.            GTAATACGGCATCATTGACTATATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACT 276 
                   ************************************************************ 
 
pJET-2350LC.       GTTCTTCATATACAAGTTCCTCTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCA 358 
2350LC.            GTTCTTCATATACAAGTTCCTCTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCA 336 
                   ************************************************************ 
 
pJET-2350LC.       CCGTTTNAGAGCTCAATCTGCTNAAANC 386 
2350LC.            CCGTTTTAGAGCTC-------------- 350 
                   ****** *******  
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733HH in pJET-1733HH (HH - 2 x težka veriga) 
 
pJet-1730HH.      ------GGTACGGCCGTCAAGGCCAAGCTTCCCCTTACCATGGAAGTTCAATTATTGGAA 54 
1730HH            ------------------------------------ACCATGGAAGTTCAATTATTGGAA 24 
                                                      ************************ 
 
pJet-1730HH.      TCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGT 114 
1730HH            TCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGT 84 
                  ************************************************************ 
 
pJet-1730HH.      TTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAA 174 
1730HH            TTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAA 144 
                  ************************************************************ 
 
pJet-1730HH.      TGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGT 234 
1730HH            TGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGT 204 
                  ************************************************************ 
 
pJet-1730HH.      CGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTT 294 
1730HH            CGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTT 264 
                  ************************************************************ 
 
pJet-1730HH.      CGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGAT 354 
1730HH            CGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGAT 324 
                  ************************************************************ 
 
pJet-1730HH.      AATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTCTCGAGGGA 414 
1730HH            AATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTCTCGAGGGA 384 
                  ***************************************************** ****** 
 
pJet-1730HH.      GGGGGTGGA-TCAGGGGGAG---------------------------------------- 433 
1730HH            GGGGGTGGA-TCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATT 443 
                  ********* *** ******                                         
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733HL in pJET-1733HL 
 
pJET-1733HL.    TATAGGGCGATTGGGTACGGCCCGTCAAGGCCAAGCTTCCCCTTACCATGGAAGTTCAAT 60 
1733HL          --------------------------------------------ACCATGGAAGTTCAAT 16 
                                                            **************** 
 
pJET-1733HL.    TATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAG 120 
1733HL          TATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAG 76 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    CATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAG 180 
1733HL          CATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAG 136 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    GACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTG 240 
1733HL          GACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTG 196 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    TTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGA 300 
1733HL          TTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGA 256 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    ATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGT 360 
1733HL          ATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGT 316 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    TTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTC 420 
1733HL          TTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTC 376 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    TCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGG-AGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCT-GGTACCGA 478 
1733HL          TCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGG-AGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTAGGTACC-A 434 
                ****************** ****** ************************* ****** * 
 
pJET-1733HL.    AATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGATACTGTTACTAT 538 
1733HL          AATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGATACTGTTACTAT 494 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    TACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAGCAAAAACCAGG 598 
1733HL          TACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAGCAAAAACCAGG 554 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    TAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGTGTGCCTAGCAA 658 
1733HL          TAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGTGTGCCTAGCAA 614 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    ATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCATTACAACCGGA 718 
1733HL          ATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCATTACAACCGGA 674 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    AGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACTTTTGGTGGAGG 778 
1733HL          AGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACTTTTGGTGGAGG 734 
                ************************************************************ 
 
pJET-1733HL.    AACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAATCTAGATAAGGGAT 838 
1733HL          AACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAATCTAGA-------- 786 
                ****************************************************         
 
pJET-1733HL.    ATCACGTGAAGCTTGCAAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCT 898 
1733HL          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
PRILOGA C 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733HL v plazmidu pNZ8148 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733HL in pNZ-1733HL (v pNZ8148) 
 
pNZ-1733HL.     CTCACCATGGNAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATC 60 
1733HL.         ---ACCATGGAA-GTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATC 56 
                   ******* * *********************************************** 
 
pNZ-1733HL.     ATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGT 120 
1733HL.         ATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGT 116 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     TCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATG 180 
1733HL.         TCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATG 176 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     GACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAA 240 
1733HL.         GACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAA 236 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     TACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGC 300 
1733HL.         TACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGC 296 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     GCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTAC 360 
1733HL.         GCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTAC 356 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     TATGGTGACAGTTAGCTCTCTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGG 420 
1733HL.         TATGGTGACAGTTAGCTCTCTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGG 416 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     TGGGGGATCTGGTACCGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGT 480 
1733HL.         TGGGGGATCTGGTACC-AAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGT 475 
                **************** ******************************************* 
 
pNZ-1733HL.     TGGAGATACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTG 540 
1733HL.         TGGAGATACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTG 535 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     GTTCCAGCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACA 600 
1733HL.         GTTCCAGCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACA 595 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     AAGTGGTGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAAT 660 
1733HL.         AAGTGGTGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAAT 655 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     AAGTTCATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCC 720 
1733HL.         AAGTTCATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCC 715 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     TTTGACTTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCA 780 
1733HL.         TTTGACTTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCA 775 
                ************************************************************ 
 
pNZ-1733HL.     TTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGT 840 
1733HL.         TTAATCTAGA-------------------------------------------------- 785 
                **********      
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
PRILOGA D 
Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733LH, 1733HL in 2350LH v plazmidu pJET z novimi            
restrikcijskimi mesti (za nadaljnje kloniranje v pSDLBA3b) 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733LHBamHI (menjava NcoI in XbaI z BamHI in EcoRI) in 
pJET-1733LHBamHI 
 
1733LHBamHI.      GGATCCAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGATACTG 60 
pJET-1733LHBamHI. GGNTCCNAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGATACTG 60 
                  ** *** ***************************************************** 
 
1733LHBamHI.      TTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAGCAAA 120 
pJET-1733LHBamHI. TTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAGCAAA 120 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      AACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGTGTGC 180 
pJET-1733LHBamHI. AACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGTGTGC 180 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      CTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCATTAC 240 
pJET-1733LHBamHI. CTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCATTAC 240 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      AACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACTTTTG 300 
pJET-1733LHBamHI. AACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACTTTTG 300 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      GTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCT 360 
pJET-1733LHBamHI. GTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCT 360 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      CAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTAC 420 
pJET-1733LHBamHI. CAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTAC 420 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      AACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATA 480 
pJET-1733LHBamHI. AACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATA 480 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      GTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATT 540 
pJET-1733LHBamHI. GTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATT 540 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      CTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCG 600 
pJET-1733LHBamHI. CTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCG 600 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      ATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAA 660 
pJET-1733LHBamHI. ATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAA 660 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      TGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTT 720 
pJET-1733LHBamHI. TGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTT 720 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBamHI.      GGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTGAGCTCCATCACCATCATCAT---TAAG 777 
pJET-1733LHBamHI. GGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAAG 780 
                  *****************************************************   **** 
1733LHBamHI.      AATCC------------------------------------------------------- 782 
pJET-1733LHBamHI. AATTCATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAG 840 
                  *** *    
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 




1733HLBamHI      GGATCCAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAA 60 
                     ******** *********************************************** 
 
pJET-1733HLBamHI.GATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTC 120 
1733HLBamHI      GATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTC 120 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.AAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAA 180 
1733HLBamHI      AAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAA 180 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.CTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGC 240 
1733HLBamHI      CTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGC 240 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.TATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCG 300 
1733HLBamHI      TATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCG 300 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.ATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGG 360 
1733HLBamHI      ATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGG 360 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.TGACAGTTAGCTCTCTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGG 420 
1733HLBamHI      TGACAGTTAGCTCTCTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGG 420 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.GATCT-GGTACCGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGA 479 
1733HLBamHI      GATCTAGGTACC-AAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGA 479 
                 ***** ****** *********************************************** 
 
pJET-1733HLBamHI.GATACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTC 539 
1733HLBamHI      GATACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTC 539 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.CAGCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGT 599 
1733HLBamHI      CAGCAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGT 599 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.GGTGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGT 659 
1733HLBamHI      GGTGTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGT 659 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.TCATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTG 719 
1733HLBamHI      TCATTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTG 719 
                 ************************************************************ 
 
pJET-1733HLBamHI.ACTTTTGGTGGAGGAACCNAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCNTTAA 779 
1733HLBamHI      ACTTTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAA 779 
                 ****************** ************************************ **** 
 
pJET-1733HLBamHI.GAATTCATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATA 839 
1733HLBamHI      GAATTC------------------------------------------------------ 785 
                 ******                                                       
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 2350LHBamHI (menjava NcoI in XbaI z Bam HI in EcoRI) in 
pJET-2350LHBamHI 
 
pJET-2350LHBamHI.    TNTANTACTCGATGAGTTTTCGGTNNNTCTCTATTTTTAANNGGAGCAGGTTCCATTCAT 60 
2350LHBamHI          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
pJET-2350LHBamHI.    TGTTTTTTTCATCATAGTGAATAAAATCAACTGCTTTAACACTTGTGCCNGAACACCATN 120 
2350LHBamHI          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
pJET-2350LHBamHI.    NCCNTCCGGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGCCGCCAGATCTTCCGGATGGCT 180 
2350LHBamHI          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
pJET-2350LHBamHI.    GAGTTTTTCAGCAAGATGGATCCCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCGTTAGCG 240 
2350LHBamHI          ------------------GGATCCCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCGTTAGCG 42 
                                       ****************************************** 
 
pJET-2350LHBamHI.    GTAGTCCAGGACAATCTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTGGAGGAT 300 
2350LHBamHI          GTAGTCCAGGACAATCTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTGGAGGAT 102 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    ATAATTACGTTTCATGGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGATTTATG 360 
2350LHBamHI          ATAATTACGTTTCATGGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGATTTATG 162 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    AAGTGTCAAATCGTCCATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTGGTAATA 420 
2350LHBamHI          AAGTGTCAAATCGTCCATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTGGTAATA 222 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    CGGCATCATTGACTATATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACTGTTCTT 480 
2350LHBamHI          CGGCATCATTGACTATATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACTGTTCTT 282 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    CATATACAAGTTCCTCTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCACCGTTT 540 
2350LHBamHI          CATATACAAGTTCCTCTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCACCGTTT 342 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    TACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCG 600 
2350LHBamHI          TACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCG 402 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    AAGTTCAATTGTTAGAAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTTAGACTCT 660 
2350LHBamHI          AAGTTCAATTGTTAGAAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTTAGACTCT 462 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    CATGTGCTGCTAGCGGCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGGCAAGCCC 720 
2350LHBamHI          CATGTGCTGCTAGCGGCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGGCAAGCCC 522 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    CAGGAAAAGGATTGGAATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACTAAGTATG 780 
2350LHBamHI          CAGGAAAAGGATTGGAATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACTAAGTATG 582 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    CAGATTCAGTCAAGGGTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACCCTATATC 840 
2350LHBamHI          CAGATTCAGTCAAGGGTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACCCTATATC 642 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    TTCAGATGAATAGTTTGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAAGATTTAG 900 
2350LHBamHI          TTCAGATGAATAGTTTGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAAGATTTAG 702 




Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Nadaljevanje priloge D 
 
pJET-2350LHBamHI.    GTGGTGGATATTATTATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTAGTTACAG 960 
2350LHBamHI          GTGGTGGATATTATTATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTAGTTACAG 762 
                     ************************************************************ 
 
pJET-2350LHBamHI.    TGTCTTCAGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAAGAATCNT 1002 
2350LHBamHI          TGTCTTCAGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAAGAATCC- 803 
                     ****************************************   
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
PRILOGA E 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij genov 1733LH, 1733HL in 2350LH v plazmidu pSDLBA3b 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733LHBamHI in pSD-1733LHBamHI (v pSDLBA3b) 
 
1733LHBAMHI.      ------------------------------------------------------------ 
pSD-1733LHBamHI.  AGGCACTCACCATNGGCTAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATA 60 
                                                                             
 
1733LHBAMHI.      ------------------------------------------------------------ 
pSD-1733LHBamHI.  CTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTCTTGAAATCTCATCATACTGTGAT 120 
                                                                             
 
1733LHBAMHI.      ---GGATCCAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGATA 57 
pSD-1733LHBamHI.  GCTGGATCCAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGATA 180 
                     ********************************************************* 
 
1733LHBAMHI.      CTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAGC 117 
pSD-1733LHBamHI.  CTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAGC 240 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      AAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGTG 177 
pSD-1733LHBamHI.  AAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGTG 300 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      TGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCAT 237 
pSD-1733LHBamHI.  TGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCAT 360 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      TACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACTT 297 
pSD-1733LHBamHI.  TACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACTT 420 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      TTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAG 357 
pSD-1733LHBamHI.  TTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAACTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAG 480 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      GCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCG 417 
pSD-1733LHBamHI.  GCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCG 540 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      TACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGT 477 
pSD-1733LHBamHI.  TACAACCCGGAGGATCATTAAGATTATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGT 600 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      ATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCT 537 
pSD-1733LHBamHI.  ATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAGCGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCT 660 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      ATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTC 597 
pSD-1733LHBamHI.  ATTCTTCTGGAGGATGGACAACTTACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTC 720 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      GCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTG 657 
pSD-1733LHBamHI.  GCGATAACTCGAAGAATACGCTATACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTG 780 





Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
1733LHBAMHI.      CAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACA 717 
pSD-1733LHBamHI.  CAATGTATTATTGTGCGCGCGATACATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACA 840 
                  ************************************************************ 
 
1733LHBAMHI.      TTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTGAGCTCCATCACCATCATCATTAAG 777 
pSD-1733LHBamHI.  TTTNGGNTCAGGGTACTATGGTGACAGTTAGCTCTGNNNTCCNTCACCATCATCATCANT 900 
                  *** ** *****************************   *** ************* *   
1733LHBAMHI.      AATTC 782 
pSD-1733LHBamHI.  A---- 901 
                  *   
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij 1733HLBamHI in pSD-1733HLBamHI (v pSDLBA3b) 
 
 
pSD-1733HLBamHI.       ACTCACCATGGCTNAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCT 60 
1733HLBamHI            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
pSD-1733HLBamHI.       GCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTCTTGAAATCTCATCATACTGTGATGCTGGA 120 
1733HLBamHI            ---------------------------------------------------------GGA 3 
                                                                                *** 
pSD-1733HLBamHI.       TCCAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAAGAT 180 
1733HLBamHI            TCCAAGTTCAATTATTGGAATCTGGTGGAGGTCTCGTACAACCCGGAGGATCATTAAGAT 63 
                        ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       TATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAG 240 
1733HLBamHI            TATCATGTGCAGCATCTGGTTTTACTTTTTCTCCGTATAGTATGATGTGGGTTCGTCAAG 123 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       CGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTT 300 
1733HLBamHI            CGCCAGGAAAAGGACTAGAATGGGTTTCGTATATCTATTCTTCTGGAGGATGGACAACTT 183 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       ACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGCTAT 360 
1733HLBamHI            ACGCTGATAGTGTTAAGGGTCGTTTCACGATTTCTCGCGATAACTCGAAGAATACGCTAT 243 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       ACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATA 420 
1733HLBamHI            ACCTTCAAATGAATAGCCTTCGCGCCGAAGATACTGCAATGTATTATTGTGCGCGCGATA 303 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       CATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGA 480 
1733HLBamHI            CATCATTATGGTTTGGTGATAATGATGCTTTTGACATTTGGGGTCAGGGTACTATGGTGA 363 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       CAGTTAGCTCTCTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGAT 540 
1733HLBamHI            CAGTTAGCTCTCTCGAGGGAGGGGGTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGAT 423 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       CT-GGTACCGAAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGAT 599 
1733HLBamHI            CTAGGTACC-AAATAGTTATGACCCAATCACCTAGTTCTCTTAGTGCGTCTGTTGGAGAT 482 
                       ** ****** ************************************************** 
 
pSD-1733HLBamHI.       ACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAG 659 
1733HLBamHI            ACTGTTACTATTACATGTAGAGCGTCACATGATATAAATACTTATTTAGCCTGGTTCCAG 542 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       CAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGT 719 
1733HLBamHI            CAAAAACCAGGTAAAGCTCCAAAATCACTTATCTACGCTGCCTCTAACTTACAAAGTGGT 602 
                       ************************************************************ 
Se nadaljuje 
Nadaljevanje 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
pSD-1733HLBamHI.       GTGCCTAGCANATTTANCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCA 779 
1733HLBamHI            GTGCCTAGCAAATTTAGCGGATCACGCTCAGGTACAGATTTTACTCTTACAATAAGTTCA 662 
                       ********** ***** ******************************************* 
 
pSD-1733HLBamHI.       TTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACT 839 
1733HLBamHI            TTACAACCGGAAGATTTTGCAACATATTATTGCTTGCAATACGATACTTTTCCTTTGACT 722 
                       ************************************************************ 
 
pSD-1733HLBamHI.       TTTGGTGGAGGAACCAAATTNNAAATTAAANANCTCCATCACC----------------- 882 
1733HLBamHI            TTTGGTGGAGGAACCAAATTGGAAATTAAAGAGCTCCATCACCATCATCATCATTAAGAA 782 
                       ********************  ******** * **********                  
                    
Poravnava nukleotidnih zaporedij 2350LHBamHI in pSD-2350LHBamHI (v pSDLBA3b) 
 
2350LHBamHI          ------------------------------------------------------------ 
pSD-2350LHBamHI.     AGGCACTCACCANNGGCTAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATA 60 
                                                                             
 
2350LHBamHI          ------------------------------------------------------------ 
pSD-2350LHBamHI.     CTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTCTTGAAATCTCATCATACTGTGAT 120 
                                                                             
 
2350LHBamHI          ---GGATCCCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCGTTAGCGGTAGTCCAGGACAAT 57 
pSD-2350LHBamHI.     GCTGGATCCCTCAGTACGAATTAACACAGCCTGCTTCCGTTAGCGGTAGTCCAGGACAAT 180 
                        ********************************************************* 
 
2350LHBamHI          CTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTGGAGGATATAATTACGTTTCAT 117 
pSD-2350LHBamHI.     CTATCACGATTTCTTGTACGGGTACATCTTCAGATGTTGGAGGATATAATTACGTTTCAT 240 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          GGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGATTTATGAAGTGTCAAATCGTC 177 
pSD-2350LHBamHI.     GGTATCAACAACATCCTGGTAAAGCGCCTAAGTTAATGATTTATGAAGTGTCAAATCGTC 300 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          CATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTGGTAATACGGCATCATTGACTA 237 
pSD-2350LHBamHI.     CATCTGGAGTGTCAAACCGCTTTTCTGGATCAAAGTCTGGTAATACGGCATCATTGACTA 360 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          TATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACTGTTCTTCATATACAAGTTCCT 297 
pSD-2350LHBamHI.     TATCAGGATTGCAAGCCGAAGATGAAGCCGATTATTACTGTTCTTCATATACAAGTTCCT 420 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          CTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCACCGTTTTACTCGAGGGAGGGG 357 
pSD-2350LHBamHI.     CTACTTTATTTTACGTATTCGGAACAGGAACTAAGGTCACCGTTTTACTCGAGGGAGGGG 480 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          GTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTGTTAG 417 
pSD-2350LHBamHI.     GTGGATCAGGGGGAGGAGGCTCAGGCGGTGGGGGATCTGGTACCGAAGTTCAATTGTTAG 540 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          AAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTTAGACTCTCATGTGCTGCTAGCG 477 
pSD-2350LHBamHI.     AAAGCGGAGGAGGACTAGTCCAACCAGGAGGATCACTTAGACTCTCATGTGCTGCTAGCG 600 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          GCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGGCAAGCCCCAGGAAAAGGATTGG 537 
pSD-2350LHBamHI.     GCTTTACTTTCTCAGCTTATGGTATGGATTGGGTACGGCAAGCCCCAGGAAAAGGATTGG 660 





Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Nadaljevanje: 
 
2350LHBamHI          AATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACTAAGTATGCAGATTCAGTCAAGG 597 
pSD-2350LHBamHI.     AATGGGTCAGTTCAATCTCTCCCTCTGGTGGTAGAACTAAGTATGCAGATTCAGTCAAGG 720 
                     ************************************************************ 
 
2350LHBamHI          GTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACCCTATATCTTCAGATGAATAGTT 657 
pSD-2350LHBamHI.     GTCGTTTCACTATTAGTCGTGATAACAGCAAAAATACCCTATATCTTCAGATGAATANTT 780 
                     ********************************************************* ** 
 
2350LHBamHI          TGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAAGATTTAGGTGGTGGATATTATT 717 
pSD-2350LHBamHI.     TGCGAGCAGAAGACACAGCTGTTTATTATTGCGCAAAAGNTTTAGGTGGTGGATATTATT 840 
                     *************************************** ******************** 
 
2350LHBamHI          ATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGTCAAGGCACATTAGTTACAGTGTCTTCAGAGCTCC 777 
pSD-2350LHBamHI.     ATTACTATGGGATGGATGTTTGGGGT---------------------------------- 866 
                     **************************                                   
 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
PRILOGA F 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij genov FIN17-H6, ADN23-H6, ADN23 v plazmidu pSDLBA3b 
 
Poravnava nuklotidnih zaporedij  ADN23-H6 in pSD-ADN23-H6 (v pSDLBA3b) 
 
ADN23-H6            ------------------------------------------------------------ 
pSD-ADN23-H6.        -------ANTCACCATGGCTNAAAAAA--GATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTG 51 
                                                                             
 
ADN23-H6            ------------------------------------------------------------ 
pSD-ADN23-H6.        ATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTCTTGAAATCTCATCATACTGT 111 
                                                                             
 
ADN23-H6            -ATG--------GGAGTCAGTGATGTGCCACGAGATTTAGAAGTGGTTGCTGCTACACCA 51 
pSD-ADN23-H6.        GATGCTGGATCCGGAGTCAGTGATGTGCCACGAGATTTAGAAGTGGTTGCTGCTACACCA 171 
                     ***        ************************************************ 
 
ADN23-H6            ACATCTCTTTTAATCAGTTGGGAACATGATTATCCTTACCGTCGTTATTATCGTATTACA 111 
pSD-ADN23-H6.       ACATCTCTTTTAATCAGTTGGGAACATGATTATCCTTACCGTCGTTATTATCGTATTACT 231 
                    ***********************************************************  
 
ADN23-H6            TATGGCGAAACTGGCGGTAATTCTCCAGTTCAAGAATTTACGGTTCCAAAAGATGTTGAT 171 
pSD-ADN23-H6.       TATGGCGAAACTGGCGGTAATTCTCCAGTTCAAGAATTTACGGTTCCAAAAGATGTTGAT 291 
                    ************************************************************* 
 
ADN23-H6            ACGGCAACAATTTCAGGTTTAAAGCCCGGTGTAGACTATACTATTACAGTATACGCTGTT 231 
pSD-ADN23-H6.       ACGGCAACAATTTCAGGTTTAAAGCCCGGTGTAGACTATACTATTACAGTATACGCTGTT 351 
                    ************************************************************ 
 
ADN23-H6            ACTTCTTCTTATAAATATGACATGCAGTATAGTCCTATTTCTATAAATTATCGTACAGAG 291 
pSD-ADN23-H6.       ACTTCTTCTTATAAATATGACATGCAGTATAGTCCTATTTCTATAAATTATCGTACAGAG 411 
                    ************************************************************ 
 
ADN23-H6            ATCGATAAACCTTCTCAACACCATCATCATCATCAC------------------------ 327 
pSD-ADN23-H6.       ATCGATAAACCTTCTCAACACCATCATCATCATCACGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACC 471 
                    ************************************                         
 
ADN23-H6            ------------------------------------------------------------ 
pSD-ADN23-H6.       ACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCT 531 
                                                                             
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij FIN17 in pSD-FIN17-H6  
 
pSD-FIN17-H6.         -------CACCATGGCTNAAAAAA--GATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATA 51 
FIN17-H6              ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
pSD-FIN17-H6.         CTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTCTTGAAATCTCATCATACTGTGAT 111 
FIN17-H6              ------------------------------------------------------------ 
 
pSD-FIN17-H6.         GCTGGATCCGGAGTTACACTATTTGTTGCTCTATATGATTATAAAGCATTTTGGCCAGGT 171 
FIN17-H6              ---------GGAGTTACACTATTTGTTGCTCTATATGATTATAAAGCATTTTGGCCAGGT 51 
                              **************************************************** 
 
pSD-FIN17-H6.         GATATTTCGTTTCATAAAGGAGAAAAATTTCAAATCTTGCGTACATCTGATGGCGAATGG 231 
FIN17-H6              GATATTTCGTTTCATAAAGGAGAAAAATTTCAAATCTTGCGTACATCTGATGGCGAATGG 111 
                      ************************************************************ 
 
pSD-FIN17-H6.         TGGATTGCAAGATCCTTGACGACAGGTGAAGAAGGATATATACCTTCTAACTATGTTGCC 291 
FIN17-H6              TGGATTGCAAGATCCTTGACGACAGGTGAAGAAGGATATATACCTTCTAACTATGTTGCC 171 
                      ************************************************************ 
 
pSD-FIN17-H6.         CCTGTTGATAGTATTCAACACCATCATCATCATCACGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACC 351 
FIN17-H6              CCTGTTGATAGTATTCAA------------------------------------------ 189 
                      ******************                                           
 
pSD-FIN17-H6.         ACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCT 411 
FIN17-H6              ------------------------------------------------------------ 
Kosler S. Razvoj gensko spremenjenih mlečnokislinskih bakterij za zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Poravnava nuklotidnih zaporedij ADN23 in pSD-ADN23 (v pSDlba3b) 
 
pSD-ADN23.      ---------------AAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTG 45 
ADN23           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
pSD-ADN23.      CTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTCTTGAAATCTCATCATACTGTGATGCTGGAT 105 
ADN23           --------------------------------------------------------GGAT 4 
                                                                        **** 
pSD-ADN23.      CCGGAGTCAGTGATGTGCCACGAGATTTAGAAGTGGTTGCTGCTACACCAACATCTCTTT 165 
ADN23           CCGGAGTCAGTGATGTGCCACGAGATTTAGAAGTGGTTGCTGCTACACCAACATCTCTTT 64 
                ************************************************************ 
 
pSD-ADN23.      TAATCAGTTGGGAACATGATTATCCTTACCGTCGTTATTATCGTATTACTTATGGCGAAA 225 
ADN23           TAATCAGTTGGGAACATGATTATCCTTACCGTCGTTATTATCGTATTACTTATGGCGAAA 124 
                ************************************************************ 
 
pSD-ADN23.      CTGGCGGTAATTCTCCAGTTCAAGAATTTACGGTTCCAAAAGATGTTGATACGGCAACAA 285 
ADN23           CTGGCGGTAATTCTCCAGTTCAAGAATTTACGGTTCCAAAAGATGTTGATACGGCAACAA 184 
                ************************************************************ 
 
pSD-ADN23.      TTTCAGGTTTAAAGCCCGGTGTAGACTATACTATTACAGTATACGCTGTTACTTCTTCTT 345 
ADN23           TTTCAGGTTTAAAGCCCGGTGTAGACTATACTATTACAGTATACGCTGTTACTTCTTCTT 244 
                ************************************************************ 
 
pSD-ADN23.      ATAAATATGACATGCAGTATAGTCCTATTTCTATAAATTATCGTACAGAGATCGATAAAC 405 
ADN23           ATAAATATGACATGCAGTATAGTCCTATTTCTATAAATTATCGTACAGAGATCGATAAAC 304 
                ************************************************************ 
 
pSD-ADN23.      CTTCTCAAGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACCACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCA 465 
ADN23           CTTCTCAAGAATTC---------------------------------------------- 318 
                **************                                               
 
pSD-ADN23.      ATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGATACTCTTTGGGGAATCTCACAAA 525 
ADN23           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
pSD-ADN23.      GATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAAGTGCGAATAATCTTAAAAGTACCATTATCT 585 
ADN23           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
 
 
